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(57) Abstract: The invention relates to a method for production and multiplication of maize plants homozygous for a transgene 
which confers male sterility, useful in the production of hybrid maize seed. 

(57) Abrege : La presente invention conceme un procede de production et de multiplication de plants de mais homozygotes pour 
un transgene conferant la sterilite male, utiles pour la production de semences hybndes de mais. 
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La presente invention conceme un precede de production et de multiplication 
de plants de mate homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male, utiles 
5 pour la production de semences hybrides de ma'fs. 

La production d'hybrides via « I'hybridation sexuelle » des parents ayant des 
fonds genetiques differents est de grande importance dans la pratique de 
I'agriculture moderne. En effet, le croisement entre piantes de meme espece mais 
10 non apparentees produit une descendance qui manifeste des caracteres, teis que le 
rendement ou la resistance aux maladies, superieurs a ceux des parents : il s'agit de 
I'effet d'heterosis ou de vigueur hybride. Ainsi la production d'hybrides est-elle 
souvent utilisee afin d'ameliorer a la fois la qualite et le rendement des piantes 
cultivees. 

15 De plus, ces descendants sont genetiquement uniformes, notamment pour les 

caracteres que sont la productivite, la sensibilite a la verse et a la secheresse, la 
vigueur au depart et la sensibilite aux maladies et aux ravageurs, et done 
interessants pour les agriculteurs. 

20 Sans intervention humaine, la production d'hybrides est limitee par les 

phenomenes d'autofecondation. La production de semences hybrides necessite 
done de privilegier la fecondation croisee en empechant I'autopollinisation par des 
techniques mecaniques, chimiques ou g6netiques. Les differentes voies permettant 
d'empecher I'autofecondation en contr6lant la poliinisation incluent notamment: 

25 - la "castration" manuelle, mecanique ou I'inactivation chimique des organes m§les 
de la plante, 

- Tutilisation d'une plante modifiee presentant une sterilite male nucleaire 
recessive, 

- 1'utilisation d'une plante modifiee presentant une sterilite male cytoplasmique 
30 recessive, 

- I'utilisation d'une plante male sterile nucleaire dominante (sterilite male artificieile 
ou AMS). 

Cependant, certaines de ces techniques ne sont pas totalement efficaces et 
parfois m§me difficiles a mettre en ceuvre. 
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La "castration" coOte cher et peut provoquer des partes de randemant an oas 

L'efficacite da .emploi d'agents chimiquas, mains onaraux. depend des 
conditions anvironnamenteies au moment de implication du gametecide, ce qu, 
amene la producteur da sentences a prendre das risquea considerables a cheque 

^utilisation d'une plante mala sterile nudeaire recessive n'est pas facie a 
mettre an reuvra, notamment en raison du maintian du caractera male steriie qu, 
necessta la resection de plantes males steriles dans lea descendants obtenus par 
autofecondabon d'une plante heterozygote pour ie gene de sterilite male recess* 
Pour etre efllcaca. ce systeme implique done .utilisation «T un marqueur element 
lie au gene de sterilite male et facilement identifiable. 

La sterilite mala peut etre "acquise". Cast-Mire qu'elie est independante d'une 
quelconque manipulation g^netique par ,a vole de I'ADN recombinant. On peut 
distinguer la sterilite male cytoplasmique de la sterilite male nuclaaire. 

La sterilite male -cytoplasmique' ("CMS") est liee a des changaments dans 
,.organisa«on at ,'expression du genome mitochondrial, la steriWe m*le nuclea.re 
results da mutadons dans la genome du noyau de la cellule. Cepandant la CMS n est 
pas complete, 2/1000 des plantes restart fertiles. La perte de la diversHe genebque 
cytoplasmique lorsque les selectionneurs utilisant le meme cytoplasms dans laurs 
programmes de selection peut Stre par ailleurs un handicap. 

La sterilite mile peut etre "artiflcielle" CAMS"), e'est-a-dire qu'elie est mdurte 
par I'expresslon d'un gene content la sterilite male (gene AMS) qui est insere so* 
dans le genome mitochondrial (sterilite mala cytoplasmique), soft dans le genome 

nucteaire (sterilite mile nucteaire). 

Le systeme AMS permet d'eviter les problemes associes aux autres methodes. 
En effet, conbeirement a la CMS, la systeme AMS ne depend pas de .'existence dun 
mutant Le maintien du caractera steriia de la lignee male peut etre obtenu grace a 
, i'utilisata, d'un gene de sterilite mala dominant lie a un gene marqueur qui permet la 
selection des plantes m§les steriles artificielles. 

Le problems du maintien du caractere male sterile dans une lignee de plantes a 
ste an pariie resoiu dans ,a demands de brevet WO 95/34634 qui pr^voit te 
croisement aritre une plante heteroz^ote pour un gene dominant de sten.rte male et 
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une plante restauratrice de la fertility puis la selection des semences males steriles. 
Dans cette demande, I'utllisation d'un marqueur, lie au gene restaurateur de la 
fertilite, influent sur la regulation des genes codant les enzymes de regulat,on de la 
synthese des anthocyanes permet de differencier par la couleur les semences males 
steriles des semences males fertiles. 

Cependant, le systeme de tri decrit dans cette demande de brevet ne permet 
pas de realiser de fagon fiable un tri de semences hybrides a grande echelle. 

D'autre part, I'application generate de cette technologie est limitee dans la 
mesure ou le choix du marqueur de coloration est conditionne par le genotype de la 
plante Untenant le gene de restauration de la fertilite. En particulier, seules des 
piantes dont le genotype ne condHionne pas une production visible d'anthocyanine 
dans les semences peuvent etre utilisees. 

La presente invention propose done un precede de production et de 
multiplication de plants de mals homozygotes pour un transgene conferant la stenlrte 
male nucleaire artificielle, permettant une production de semences hybrides, et 
fakement applicable a grande echelle. Un avantage du precede propose est que 
son application n'est pas conditionnee par le genotype des piantes utilisees. 

Cette approche repose notamment sur I'association du caractere de fertrtrte a 
un phenotype "petit grain". Le phenotype "petit grain" est preferentiellement obtenu 
par ^expression des genes shrunken 2 et brittle 2 en orientation antisens. Le gene 
brittle 2 code Tune des 2 sous-unites de I'ADP glucose pyrophosphoryiase, une 
enzyme intervenant dans la synthese de I'amidon. Le fragment a ete obtenu par la 
technique de RT-PCR a partir d'un extrait d'ARN totaux d'epi de maYs et d'apres les 
donnees de Genbank (n'aoc. S72425). Ce fragment represente un ADNc incomplet 
du gene brittle 2. Le gene shrunken 2 code I'autre sous-unite de I'ADP glucose 
pyrophosphoryrlase. Le fragment a ete obtenu par la technique de RT-PCR a partir 
d'un extrait d'ARN totaux d'epi de mats et selon les donnees de Genbank (n» acc. 
S72425). Ce fragment contient la sequence complete de la region codante du gene 

d shrunken 2. . # . 

^inhibition de ces deux genes de mutants rides de taille et de poids .nfeneurs 

permet d'obtenir des grains de maTs de densite et/ou de taille inferieure. De tels 
■ grains peuvent etre facilement tries par tamisage et/ou tri densimetrique, par 

exemple a I'aide d'une table ou colonne densimetrique, ou par flottaison, ce qui 
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permet la mise en ceuvra d'une Section flable. staple, et automatisee et done 
applicable a grande echelle. 

Dans le cadre de la presente invention, on designs par "heterozygote pour la 
transgene AMS" un plant de mats rendu male sterile par incorporation dans son 
genome d'une seule copie d'un transgene conferant .a sterillte male nucleate 
artiflclelle ("AMS"). En I'absence d'autre indication, ce plant ne oontient pas le gene 
de reparation de la fertillte lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 

Dans le cadre de la presente invention, on designe par "homozygote pour le 
transgene AMS" un plant de mats rendu male sterile par incorporation dans son 
genome de deux copies sltuees au meme endrait sur chacun des chromosomes 
friares d'un transgene content la sterillte male nucleaire erflficielle (AMS). En 
Absence d'autre indication, ce plant ne content pas le gene de restoration de la 
fertillte Ite a un merqueur de phenotype "petit grain". 

Par "plant de mats restaurateur de la fertillte comprenant dans son genome un 
gene de restauration de la fertillte lie a un marqueur de phenotype "petit grain" on 
entend un plant de mats heterezygote ou homozygote pour ledi. gene de restauration 
de ,a MM lie a un marqueur de phenotype "petit grain". Preferentellement, led* 
plant de mats est heterozygote. En I'absence d'eutre indication, ce plant ne conbent 
pas de transgene conferant la sterillte mile nucleaire artiflclelle (AMS). 

Par "plant de mats comprenant dans son genome un transgene AMS" on 
entend un plant de mats heterozygote ou homozygote pour ledit transgene AMS. 

Par "plant de mats de genotype sauvage", on entend un plant de mats qui ne 
content dans son genome ni un transgene conferant la sterillte male nucleaire 
artiflcielle (AMS), ni un gene de restauration de la fertillte lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". De maniere preferentielle, ledit plant de mats de genotype 
sauvage appartient a une lignGe «ite. 

Par phentfype "petit grain" on entend des grains dent la densite et/ou la ta,lle 
ettou la masse est (sent) inferieure(s) a celle(a) d'un grain da faille normale, 
, preferentiellement de 40 a 50 % Inferieure. Dans le cadre de la presente invention, 
ces grains pourront etre appeles "grains deprimes" ou "grains rides". 

Par "marqueur de phenotype petit grain" ou "gene qui confere un phenotype 
petit grain" ou "gene codant un phenotype petit grain", on entend tout gene, en 
orientation sens ou en orientation antisens, qui, lorsqu'il est exprime dans la plante 
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confere un phenotype "petit grain". Parmi ces marqueura peuvent etre notamment 
cites les get»s shrunken 2, britte 2, shrunken 1. le locus miniature 1 qui code une 
invertase ; et plus generalement tout gene qui permet de dlminuer le contenu en 
amidon et n'altere pas la viabilite des grains. 

Par "grain de taille normaie" ou "grain normal" ou "grain.de phenotype normal . 
on entend notamment un grain dont la taille ettou la densite ettou la masse n'a(n'ont) 
pas ete modifies), en partlculier par integration dans le genome de la plante d un 
marqueur de phenotype "petit grain". 

Par "lignee elite", on entend une lignee presentant un potentiel agronom.que et 

commercial important, a une periode donnee. 

Par -liaison" ou "liaison genetique", on entend une distance genefque 
suffisamment faible pour que les frequences de recombinaison au cours de la 
meiose soient negiigeables. 

Par "proteins d'interef . on entend une proteine d'origine humaine ou aramale 
pouvant presenter un interSt therapeutjque ettou prophylactique. telle que le 
collagene, la lipase gastrique, des anticorps, etc. 

L'un des buts de I'inventJon est done de proposer un procedS de production de 
semences hybndes de mate par croisement d'un plant de mate heterozygote pour un 
transgene conferant la sterilite male nucleaire artffioieile ("AMS") avec un plant de 
mate de genotype sauvage. Le systems selon la presents invention, qui pemtet 
avantageusement de maintenir le caractere male sterile de plants de mats est 
applicable independamment du genotype des plants de mate utilises. 

La solution apportee par I'invention consists a produire dans un premier temps 
des semences de male homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male 
nucleaire artiflcielle ("AMS") et heterozygotes pour un gene de restauratton de la 
fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". A partir de ces semences, les 
seiecttonneurs peuvent aisement introgresser le genotype homozygote pour le 
transgene AMS et heterozygote pour un gene de restoration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "pe«t grain" dans une lignee de mats de genotype sauvage, 
et en particulier dans une lignee elite d'interet, par retrocroisements suocessifs. Une 
Hgnee elite reconvene homozygote pour un transgene conferant la sterilite male 
nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygote pour un gene de restauratton de la 
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fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" peut ainsi etre obtenue. 
fautpfecondation de plants de maTs issus de ces semences permet ensurte de 
produire : 

- des semences homozygotes pour le transgene AMS generant des plants de 
maVs males steriles qui, oroises avec des plants de mats de genotype sauvage, et 
en particulier des plants appartenant a une lignee elite utilises pour la 
reconversion, le cas echeant, produiront des semences heterozygotes pour le 
transgene AMS. La foundation de plants de maYs male steriles issus de ces 
semences par un plant de ma* de genotype sauvage, non-apparente, produrt 
alors des semences hybrides beneficiant de I'effet de vigueur (heterosis), 
. des semences homozygotes pour le transgene AMS et heterozygotes ou 
homozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype -petit grain", generant des plants de maYs non males steriles dorrt 
I'autofocondation prodult notamment des semences homozygotes pour le 
transgene AMS et hetemzygotes pour le gene de rastauration de la fertilrte he a 
un marqueur de phenotype -petit grain", assurant ainsi le renouvellement des 
plants de maYs males steriles d'interet. 
Avantegeusement, lorsque le transgene AMS est lie genetiquement a un gene 
cedent une proteine d'interet, les semences hybrides homozygotes pour le transgene 
AMS s'averent particulierement utiles pour generer des plants de male prodursant 
ladite proteine d'interet. 

Dans le cadre de le presente invention, une selection des semences de maYs 
par le phenotype "petit grain" peut notamment etre miee en ceuvre par une methode 
de tri dimensionnel ou densimetrique. 

Un tri dimensionnel peut etre realise de maniere a separer les grains en 
fonctidn de leur longueur, en utilisant par exemple un trieur a alveoles, de leur 
lergeur, avec par exemple un trieur a disques. ou de leur epaisseur, en utilisant par 
exemple un calibreur. 

, Le principe d'un tri densimetrique repose sur une separation des grains selon 

leur densite et utilise notamment une colonne densimetrique ou une table 
densimetrique, ou un systems de flottaison. 
Plus particulierement, 
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- Ie trieur a alveoles est compose d'un cylindre horizontal tournant. La 
separation se fait par la force centrifuge. Les plus petits grains entrent dans 
les alveoles (qui tapissent I'interieur du cylindre) et y sont maintenus par la 
force centrifuge. 

- Ie trieur a disques se compose de disques epais disposes verticalement et 
creuses dans leur epaisseur d'alveoles de dimension adaptee. 

- les calibreurs les plus classiques sont les calibreurs par epaisseur composes 
de tamis plans ou cylindriques a perforations allongees obligeant la graine a 
se presenter selon sa plus faible epaisseur pour passer au travers. Le 
calibreur a perforations rondes est du m§me principe mais les orifices ronds 
et de petits «redents» a I'interieur du cylindre obligent la graine a se 
presenter verticalement pour traverser le tamis. 

- la colonne densimetrique comprend un distributee vibrant qui introduit le 
melange de grains a trier a mi-hauteur d'une colonne creuse dans laquelle 
monte un flux d'air homogene. Les particules lourdes descendent alors que 
les plus legeres remontent. La separation est ainsi effectuee. 

- une table densimetrique permet de separer des corps de m§mes dimensions 
mais de poids specifique different. Le poids specifique correspond a une 
mesure de la masse d'une quantite de semences par rapport a son volume: 
Le principe de I'appareil est un plan de travail (souvent constitue d'un reseau 
en fil metallique ou textile) traverse par un flux d'air uniforme qui fluidifie le 
melange de semences et en provoque la stratification schematiquement en 
deux couches. Les produits lourds restent pres de la table, les produits 
legers au-dessus. La separation des deux couches est obtenue par reglage 
de I'inclinaison du plan de travail (dans deux directions) et par un mouvement 
d'agitation de va-et-vient transversal. On pourra par exemple utiliser une 
table densimetrique telle que celle commercialisee par la societe Cimbria 
Heid GmbH (Stockerau, Autriche). 

- le systeme de flottaison est un systeme qui permet de separer les grains en 
fonction de leur densite et/ou masse en se basant sur leur capacite de 
flottaison sur un liquide, en particulier I'eau. Les grains fes plus lourds (ayant 
la capacite de flottaison la plus faible) sont retrouves au fond et les grains les 
plus I6gers (ayant la capacite de flottaison la plus elevee) sont retrouves en 
surface du liquide, ce qui permet la separation. Lorsque ce systeme est 



utilise les semences doivent raster le moins longtemps possible au contact 
da "eau atta da pas alterer leur capacite da germination. Una etape da 
sechage peut parfois Stre necessaire. 

La presents invention proposa done un procede da production da semences da 
ma* homozygo,es pour un transgene conferant ,a sterilite male nucl*aire ** 
CAMS") at heterozygotes pour un gene da restoration da la ferttrta to a un 
marquaur da phenotype "petit grain", compranant las etapes consistant a : 

a) croisar un plant da mats mala sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant da mats restaurateur de la MM comprenant dans son 
genome un gene de restauraton de la MM lie a un marqueur de 

phSnotype "petit grain", 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les samencas da mats comprenant 
dans leur genome un gene de rastauration de la MM lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autofeconder ies plarts de mats issus das semences selecfonnees selon 

I'etapeb), . &1W ^ 

d) selectionner les semenoaa homozygotes pour le tranagene AMS at 
heterazygotes pour le gene de restauration da la MM M a un marqueur de 
phSnotype "petit grain". 

De fagon preferentially au moins une etape de selection du procede comprend 
un M densimetrique, notamment a 1'aide d'une table ou dune colonne denelmetnque, 
ou d'un systeme de flottaison. 

Uetape de selection ainai effectuea presente I'avantage de pemettre un ta 
facilement realisable at automatisable des grains an fonction de leur phenotype pet* 

arain" ou "normal". . . J 

Selon un mode partlcuiier de realised, I'etape b) du procede decrrt CHdeasus 
peut etre avantageusament remplacee par una etape de genotypage. La presente 
invention propose done ega.emant un procede de production de semences de™, 
, bomozygotes pour un transgene conferan, la sterile mAe ^*™t71 
("AMS") at heterozygotes pour un gene de rastauration de la ferttrte he a un 
marqueur de phenotype "petit grain", comprenant les etapes consistant a : 

a) croisar un plant de mats male sterile heterozygote pour la tranagene AMS 
avec un plant de maJs restaurateur da la fertilite comprenant dans son 
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genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 
I'etape a), et selectionner les semences de maYs comprenant dans leur 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de maYs issus des semences genotypees selon 

I'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

Selon un mode particulier de realisation, ledit plant de maYs heterozygote pour 
un transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle contient en outre un gene 
codant une proteine d'interet, de preference lie genetiquement au transgene AMS. 

La mise en oeuvre des precedes decrits ci-dessus permet de produire une 
semence de maYs homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". La 
presente invention vise done une semence de maYs homozygote pour un transgene 
AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" susceptible d'etre obtenue par Tun des precedes precedents. 
De maniere preferentielle, le genotype AMS homozygote et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" peut 
etre introgresse dans une lignee de maYs de genotype sauvage, et en particulier 
dans une lignee elite d'interet, par retro-croisements successifs. 

La mise en culture, puis I'auto-fecondation des plants de maYs obtenus a partir 
de semences ci-dessus (homozygotes pour un transgene AMS et heterozygotes 
pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit 
grain") produit des semences de maYs homozygotes pour le transgene AMS, ainsi 
que des semences de maYs homozygotes pour le transgene AMS et heterozygotes 
ou homozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". Les semences de maYs homozygotes pour le transgene AMS 
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sent fakement disables des autres semences ainsi produites car alias sautes 
nresentent des grains de phenotype normal. 

La presente invent propose done un proceda d e production da semences da 
mavs homozygotas pour un transgene-conferam .a sterilite mate nucteaire anrfiaelle 
f'AMS"), comprenant les etapes consistant a : 

a) auto-feconder das plants da mats issus da semencaa homozygotas pour la 
transgene AMS at hatarozygotas pour un gene da raatauration da la ferblrte 
H a un marquaur da phenotype "petit grain", susoapttblas d'etra obtanuas 
par Tun des precedes precedemments decrits, 

b) selectionner das samanoas homozygotas pour la transgene AMS. 

Da faoon preference fetape de selection comprend un tri densimetnque, 
notamment a fa.de d'una table ou d'une oo,onne densimetnque. ou 
flottaison. Cette etape permet avantagausement de trier las semenoes homozygotas 
pour la transgene AMS par leur phenotype degrain normal. 

Selon un autre mode de realisation, la precede de produotion de semens da 
mats homozygotas pour un bansgene conferant la sterime male nucleaire alalia 
CAMS"), comprend les stapes consistant a: 

a) crolser un plant de mate male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de mate restaurateur de la ferfflte comprenant dans son 
genome un gene de . reetaurabon da la fertilite tie a un marqueur da 
phenotype "petit grain", 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semenoes de ma,s comprenant 
dans leur genome un gene da restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

phenotype "petit grain", 
25 c) autofeconder les plants de mate Issus dea semenoes selecbonnees salon 

|'§tapeb), . • • . 

d) selectionner des semences homozygotas pour le transgene AMS et 
heteroses pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 
30 a) autofeconder des plants de mate issus de semences selon I etape d), 
ft selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 
Selon un mode particular de realisation, ledit plant da mate heterozygote pour 
un transgene conferant la sterilite male nucleaire artMcielle cortient an outre un gene 
cedent una proteine d'intaret, de preference lie genetiquement au transgene AMS. 
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L'etape e) de ce procede pourra eventuellement etre pr6cedee d'une etape de 
retrocroisements successes avec un plant de mais de genotype sauvage, et en 
particulier, un plant de mats appartenant a une lignee elite, de maniere a reconvert.r 
ce plant de mais de genotype sauvage avec le genotype homozygote pour le 
transgene AMS et heterozygote pour le gene de restauration de ia fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain". Les semences issues de cette etape de retro- 
croisement sont alors utilisees pour la poursuite du procede. 

De facon preference, au moins une etape de selection, et en part.cui.er 
l'etape f). comprend un tri densimetrique, notamment a I'aide d'une table ou d'une 
colonne densimetrique, ou d'un systeme de flottaison. Cette etape permet 
avantageusement de trier les semences homozygotes pour le transgene AMS par 

leur phenotype de grain normal. 

Selon une autre variante, l'etape b) du procede ci-dessus est remplacee par 
une etape de genotypage. La presente invention a done egalement trait a un procede 
de production de semences de maTs homozygotes pour un transgene conferant la 
sterilite male nucleaire artificially ("AMS") comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de maTs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de mats restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 
l'etape a), et selectionner les semences de mais comprenant dans leur 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de mais issus des semences genotypees selon 

l'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

j e) autofeconder des plants de mais issus de semences selon l'etape d), 
f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 
Selon un mode particulier de realisation, ledit plant de ma'is heterozygote pour 
un transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle contient en outre un gene 
codant une proteine d'interet, de preference lie genetiquement au transgene AMS. 
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L'etape e) de ce precede pourra eventuellement etre precedes d'une etape de 
retrocroisements successifs avec un plant de maYs de genotype sauvage, et en 
particulier, un plant de maYs appartenant a une Iign6e elite, de maniere a reconverts 
ce plant de mate de genotype sauvage avec le genotype homozygote pour le 
transgene AMS et heterozygote pour le gene de restauration de la fertility lie k un 
marqueur de phenotype "petit grain". Les semences issues de cette etape ae retro- 
croisement sont alors utilisees pour la poursuite du precede. 

De fagon preferentielle, au moins une etape de selection, et en particulier 
I'etape f), comprend un tri densimetrique, notamment a I'aide d'une table ou d'une 
colonne densimetrique, ou d'un systeme de flottaison. Cette etape permet 
avantageusement de trier les semences homozygotes pour le transgene AMS par 
leur phenotype de grain normal. 

La mise en culture de semences homozygotes pour le transgene AMS permet 
alors de generer des plants de mais males steriles qui, croises avec des plants de 
genotype sauvage, et en particulier avec des plants appartenant a une lignee elite, 
produisent des semences hdterozygotes pour le transgene AMS. La lignee elite 
utilis6e pour ce croisement peut en particulier etre celle utilisee pour I'etape de retro- 
croisement eventuellement mise en ceuvre dans les precedes precedents. Dans ce 
cas, les semences produites peuvent servir a produire des semences commerciales 
issues d'un hybride de maYs. Selon un autre mode de realisation, la lignee elite de 
type sauvate peut etre remplacee par un hybride de maYs pour obtenir des semences 
qui serviront a produire un hybride trois voies. 

Selon un autre aspect de I'invention, le precede de production de semences de 
maYs homozygotes pour le transgene AMS peut §tre utilise pour la production de 
proteines d'interet, notamment therapeutique et/ou prophylactique. La proteine 
d'interet peut §tre produite dans toute la plante ou alors preferentiellement 
concentree dans des organes specifiques, comme les graines. 

Le precede selon invention a I'avantage de permettre de produire de telles 
proteines dans des conditions controlees et a grande echelie. II est done d'un grand 
interet pour le domaine pharmaceutique. 

Pour se faire, un vecteur contenant le gene barnase, conferant la sterility m§le, 
sous le contrdle du promoteur A9 et un gene d'interet therapeutique et/ou 
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prophylacdque paut toe cons.ru... Ce vecteur peut servir k MMtan de plantes. 
contenant le gene operant .a stenlite male et la gene d'intere. therapeuhque et/ou 
prophylactique, qui ensuite pourron. etre utiiisees salon la systeme da produoton W 
qua dint afln da produira das graines axprlman. .a proteine MM therapeuhque 

et/ou prophylactique. 

En padiculier, un tel vecteur pau. servir a Pobtantion d'un plant da ma,s 

heterazygote pour un transgene AMS (at done pour la gene oodant la proteine 

tfinteret), laqual plant da mate paut ansuite etre oroisa avao un plant da ma,s 

restaurateur de fertJIite de genotype (+/+; SSB/+). 

Avantageusement, le gene d'interet therapautlque et/ou prophylaohqua est he 

genetiquementautransgSneAMS. 

Un te. systeme permet da produire uniquement la prote,na dortere. 

therapeudque et/ou prophyiaotique dans la graine par example ou dans un organe de 
,a plante et oe quelque soit le stede de developpement en fonotion de la sequence 
^ulatrice ufflisee dans .a gene cedent ladlte proteine d'interet. puisque la pro.e,ne 
conferant la stertlite male n'es. pas produite dans las organes da la plante. Ce 
systeme permet alnsl d'eviter la dissemination du transgene d'interet therapeut,qua 
et/ou prophylactique via le pollen, puisque las plantes sent complement male 
steriles, 

La presente invention concarne done egaleman. un precede de production 
d'une eemence heterazygote pour un transgene AMS comprenant ,e croisement dun 
plant de ma.s issu d'une semance homozygote pour un transgene AMS. suscepbble 
d'etre obtenue parVun des precedes de production d'une semenca homozygote pour 
5 le transgene AMS decrtts prScedemment, avec un plant de male de genotype 
sauvags. 

Selon un autre mode de realisation, le precede de production d'une semenca 
neterozygote pour un transgene AMS est carader.se en ce que run des ' 
producHon dune semence homozygote pour la transgene AMS deer s 
„ precedemment comprend en outre le croisement d'un plant de mats ,ssu da ladrte 
semence homozygote pour un transgene AMS avec un plant de mats de genotype 
sauvage. 



WO 03/076632 



I 4 ' PCT/FR03/00711 



La fecondation de plants de mals male steriles issus de ces semences par un 
plant de mals de genotype sauvage, non-apparente, produit avantageusement des 
semences hybrides beneficiant de I'effet de vlgueur (heterosis). 

Selon un autre aspect, le systeme propose par la presente invention permet 
avantageusement de maintenir des plants de maVs homozygotes pour un transgene 
AMS et heterozygotes pour un gene de restoration de ia fertilite lie a un marqueur 
de phenotype "petit grain". Les precedes de production de semences de ma.s 
homozygotes pour le transgene AMS decrits ci-dessus component en effet une 
selection finale de semences notamment sur la base de leur phenotype de gram 
normal. Les semences de phenotype "petit grain" non selectionnees par ces 
proced6s peuvent etre semees, puis les plants generes autq-fecondes, produ.sant 
ainsi notamment des semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

phenotype "petit grain". 

L'invention conceme done un procede de multiplication d'un plant de ma'ls 
homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration 
de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" comprenant les etapes 
consistant a : 

a) autofeconder des plants de mais homozygotes pour un transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", susceptibles d'etre obtenus a partir d'une semence 
d'un des precedes de production de semences homozygotes pour un 
transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie 
a un marqueur de phenotype "petit grain" precedemment decrits, 

b) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et de 
phenotype "petit grain ", 

c) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" obtenues par autofecondation des plants de- ma'fs 
obtenus a partir des semences obtenues selon I'etape b). 

De facon preferentielle, I'etape b) du procede ci-dessus comprend un tri 
densimetrique, notamment a I'aide d'une table ou d'une colonne densimetrique, ou 
d'un systeme de flottaison. 
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La presente invention a egalement pour objet des constructions nuci6otidiques, 
appelees cassettes ^expression, comprenant une sequence nucleotidique 
promotrice liee de maniere operante a au moins un gene d'interet. 

Ledit gene d'interet peut etre egalement associe a d'autres elements de 
regulation tels que des activateurs et des sequences de terminaison de transcription 
(terminateurs). D'autres elements tels que les introns, enhancers, sequences de 
polyadenylation et derivees -peuvent egalement etre presents dans la sequence 
nucleique d'int6ret, pour am61iorer I'expression ou le fonctionnement du gene 
transformant. La cassette d'expression peut aussi contenir des sequences 5" non 
traduites dites "leader". De telles sequences peuvent ameliorer la traduction. 

De facon preferentielle, dans les precedes de production de semences 
precedemment decrits, le plant de ma!s comprenant un transgene AMS conferant la 
sterilite male nucleate artificielle est caracterise en ce que le transgene AMS, de 
preference le gene barnase (Hartley, 1988 ; Gene Bank n°X 12871), est compris 
dans une cassette d'expression, sous le controle d'un promoteur specifique de la 
pollenogenese et d'un terminateur, lie gen6tiquement a un gene codant un agent de 
selection sous le contrdle d'un promoteur et d'un terminateur. 

De maniere avantageuse, ladite casette d'expression peut comprendre en outre 
un gene codant une proteine d'interet. Preferentiellement, ledit gene codant une 
proteine d'interet est lie genetiquement au transgene AMS, en particulier le gene 
bamase. De maniere preferentielle encore, le gene codant une proteine d'interet 
n'est pas sous le controle dudit promoteur specifique de la pollenogenese. 

Le promoteur specifique de la pollenogenese est notamment un promoteur 
permettant une expression specifique dans I'anthere choisi parmi le groupe 
consistent en le promoteur A3 (WO 92 11379), le promoteur A6, le promoteur A9 
(WO 92 1 1379), correspondent a la region 5' non codante du gene A9 d'Arabidopsis 
thaliana, et les promoteurs specifiques du tapis de I'anthere tels que TA29, TA26, 
TA1 3 (WO 89 1 0396) ou Mac2 (WO 00 68 403). 

Parmi les genes codant un agent de selection (egalement appeles genes 
marqueurs de selection), peuvent etre notamment utilises des genes qui conferent 
une resistance a un antibiotique (Herrera-Estrella et ai, 1983), tel que I'hygromycine, 
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la kanamycine, la bleomycine ou la streptomycine ou a des herbicides (EP 242 246), 
tels que le glufosinate, le glyphosate ou le bromoxynil. 

PreferentieJIement, (edit gene codant un agent de selection est choisi parmi le 
gene bar (White et al., 1990 ; Gene Bank n° X 17220) qui confere la resistance a 
('herbicide Basta® (glufosinate) et le gene NPTIl qui confere la resistance a la 
kanamycine (Bevan eta!., 1983). 

Le systeme d'excision pour eliminer le gene codant un agent de selection peut 
etre un systeme de transposition, tel que notamment le systeme Ac/Ds du ma'is (WO 
02 101061 ), ou un systeme de recombinaison, tel que notamment le systeme Cre/lox 
du bacteriophage P1, le systeme FLP/FRT de la levure (Lyzrik et al., 1997), la 
recombinase Gin du phage Mu, la recombinase Pin de E. coli ou le systeme R/RS du 
plasmide pSR1. Un systeme de co-transformation (Komari ef a/., 1996) peut 
egalement etre utilise. PreferentieJIement, le systeme utilise sera le systeme Ac/Ds 
du ma'fs. 

Selon un mode prefere, ledit gene est compris a I'interieur de I'element 
transposable Ds (egalement appele element dissociant ou sequence mobilisable 
d'un transposon). 

Le transposon Ds utilise est decrit dans la publication de Yoder et al., (1993). 
Ueiement Ds est un element Ac qui a subi d'importantes mutations ou deletions dans 
la sequence codant la transposase.' II ne peut s'exciser de son site d'insertion qu'en 
presence d'une source de transposase active Ac. II est done Ac dependant. Un 
systeme prefere d'elimination de gene codant un agent de selection peut 
comprendre deux composantes : 

- une premiere plante ne possedant aucune transposase active, dans laquelie un 
construit comprenant la cassette d'expression du gene d'interet et celle du gene 
codant un agent de selection encadre par les sequences mobilisables d'un 
transposon peut y etre integre. 

- une deuxieme plante contenant dans son genome un gene codant une 
transposase active endogene. 

Le croisement de ces deux plantes conduit a l'obtention de regenerants, obtenus 
a partir de plantes F1 ou de plantes F2 selectionnees pour la presence du gene 
d'interet sans gene codant un agent de selection. 

Preferentiellement selon I'invention, le promoteur associe au gene . codant un 
agent de selection est un promoteur constitutif, tel que le promoteur Actine-lntron- 
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actine, co'rrespondant a la region en 5' non codante du gene de I'actine 1 du nz et 
son premier intron (Mc Elroy et al., 1991 ; Gene Bank n° S 44221). La presence du 
premier intron actine permet d'augmenter le niveau depression d'un gene lorsquMl 
est fusionne en 3' d'un promoteur. Cette sequence promotrice permet par exemple 

I'expression constitutive du gene bar. 

Parmi les terminateurs pouvant etre utilises avec le transgene AMS du le gene 
codant un agent de selection, on peut notamment citer : 

- le terminateur 3' Nos, terminateur de la nopaiine synthase qui correspond a la 
region en 3' non codante du gene de la nopaiine synthase provenant du 
plasmide Ti d'Agrobacteirum iumefaoiens souche a nopaiine (Depicker et al., 
1982), et 

- le terminateur 3' CaMV, correspondant a la region 3' non codante de la 
sequence du virus a ADN bicatenaire circulaire de la mosaVque du chou-fleur 
produisant le transcrit 35S (Franck et al. 1980 ; Gene Bank n" V 00141 ). 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une cassette 
d'expression comprenant un gene restaurateur de la fertilite lie genetiquement a au 
moins un gene codant un phenotype "petit grain", associes a des elements 
permettant leur expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et 
un terminateur de transcription. 

Parmi les promoteurs de transcription pouvant etre utilises en association avec 
le gene codant un phenotype "petit grain", on peut notamment citer : 

- le promoteur HMWG (High Molecular Weight Glutenin) correspondant a la 
region 5' non codante du gene de la glutenine du ble (Triticum aestivum), une 
proteine de reserve de I'albumen. Ce promoteur, specifique de la semence, est 
decrit dans la publication de Robert et al. (1989), 

- le promoteur B32, decrit dans la publication de Di Fonzo N et al. (1988). 

De facon preferentielle, ladite cassette d'expression comprenant un gene 
restaurateur de la fertilite lie genetiquement a au moins un gene codant un 
phenotype "petit grain", est caracterisee en ce que ledit gene restaurateur de la 
fertilite est le gene barstar (Hartley, 1998) place sous le contr6le d'un promoteur 
specifique de la pollenogenese, notamment un promoteur specifique de I'anthere tel 
que P A3, P A6, pA9, P TA29, ou du promoteur Mac2. et du terminateur 3'CaMV ou 



WO 03/076632 18 PCT/FR03/00711 

3'Nos, lie genetiquement a un gene codant un agent de selection sous le controle du 
promoteur Actine-intron actine et du terminateur 3'CaMV ou 3'Nos. 

Parmi les genes codant un agent de selection, peuvent etre notamment utilises 
des genes qui conferent une resistance a un antibiotique tel que I'hygromycine, la 
kanamycine, la bleomycine ou la streptomycine ou a des herbicides tels que le 
glufosinate, le glyphosate ou le bromoxynil. Preferentiellement, ledit gene codant un 
agent de selection est choisi parmi le gene bar qui confere la resistance a I'herbic.de 
Basta® et le gene NPTU qui confere la resistance a la kanamycine. 

Preferentiellement, le gene codant un phenotype "petit grain" est choisi parmi 
les genes shrunken 2 et brittle 2 en orientation antisens. 

Selon un autre aspect, Invention concerne un vecteur, notamment un 
plasmide, caracterise en ce qu'il contient au moins une cassette ^expression telle 

que decrite precedemment. 

L'invention porte en outre sur un hote cellulaire, notamment une bacterie telle 
que Agrobacterium tumefaoiens, transform* par ledit vecteur. Un tel hote cellulaire 
est utile pour transferer des cellules de ma'fs avec un vecteur selon l'invention. 

L'invention concerne done egalement une cellule de mais transformer par au 
moins un vecteur tel que decrit precedemment. La transformation de cellules 
vegetales peut etre realisee par transfer! des vecteurs susmentionnes dans les 
protoplastes, notamment apres incubation de ces derniers dans une solution de 
polyethyleneglycol (PG) en presence de cations divalents selon la methode 

decrite dans I'article de Krens et al.(1982). 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
electroporation notamment selon la methode decrite dans I'article de Fromm et al. 
(1986). 

La transformation des cellules vegetales peut encore etre realisee par ut.hsat.on 
d'un canon a gene permettant la projection, a tres grande vitesse, de particules 
metalliques recouvertes des sequences d'ADN d'interet, delivrant ainsi des genes a 
I'interieur du noyau cellulaire, notamment selon la technique decrite dans I'article de 
Finer et al. (1992). 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est celle de la 
micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 
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Selon un mode de realisation particulierement pref6re du precede de 
1'invention, les cellules vegetates sont transformees par un vecteur selon 1'invention, 
ledit h6te ' cellulaire etant susceptible d'infecter lesdites cellules vegetales en 
permettant Integration dans le genome de ces dernieres, des sequences d'ADN 
d'interet initialement contenues dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, I'hote cellulaire susmentionne utilise est Agrobacterium 
tumefaciens, notamment selon les methodes decrites dans les articles de Bevan 
(1984) et d'An et al. (1986), ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon 
la methode decrite dans 1'article de Jouanin et al, (1987). 

De maniere preferentielle, la transformation des cellules vegetales est realisee 
par le transfert de la region T du plasmide circulaire extra-chromosomique inducteur 
de tumeurs Ti d'Agrobacfer/um tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (Watson 
etal., 1994). 

Pour ce faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces vecteurs, la region 
d'ADN-T a ete eliminee par deletion, a I'exception des bords droit et gauche, un gene 
marqueur etant insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de 
plantes. L'autre partenaire du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide 
modifie qui n'a plus d'ADN-T mais contient toujours les genes de virulence vir, 
necessaires a la transformation de la cellule vegetale. Ce plasmide est maintenu 
dans Agrobacterium. 

La presente invention a egalement pour objet de produire des plants de maTs 
transgeniques, parties de plante ou extraits de plante, caracterises en ce qu'ils sont 
regeneres a partir de la cellule de plante transformee. 

L'invention concerne notamment un plant de maTs restaurateur de la fertilite 
caracterise en ce qu'il comprend dans son genome un gene restaurateur de la 
fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" ou un plant de maTs homozygote 
pour un transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite 
lie a un marqueur de phenotype "petit grain", obtenu a partir d'une semence de maTs 
homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration 
de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 

L'invention vise egalement un kit pour la mise en ceuvre d'un precede de 
multiplication d'un plant de maTs homozygote pour un transgene AMS et 
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heterozygote pour un gene de restauration de la fertility lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" precedemment decrit, caracterise en ce qu'il comprend des 
semences de maYs homozygotes pour un transgene AMS et heterozygotes pour un 
gene de restauration de la fertilite He a un marqueur de phenotype "petit grain", et 
des oligonucleotides specifiques du transgene AMS utiles en tant qu'amorces pour la 
detection par PCR des semences homozygotes pour un transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

Les exemples et figures suivants illustrent Invention sans en limiter la portee : 

LEGENDE PES FIGURES 

La figure 1 represente le schema de principe d'une succession d'etapes 
conduisant a la production d'une semence hybride selon I'invention. 
La figure 2 represente le plasmide pRec 274 comprenant le gene bamase, conferant 
la sterilite male, et le gene bar, conferant la resistance a I'herbicide Basta®. 

La figure 3 represente le plasmide donneur pBIOS 274 comprenant le gene de 
resistance a la spectinomycine ainsi que I'ADN-T porteur du gene barnase, sous le 
controle du promoteur A9, et du gene bar, sous le contr6le du promoteur Actine de 
riz. 

La figure 4 represente le plasmide donneur pBIOS 424 comprenant ie 
promoteur A9-barnase-terminateur 3' CaMV et le gene de resistance a la 
kanamycine Nptll dans un element dissociant Ds. 

La figure 5 represente le plasmide p3222 comprenant la sequence antisens du 
gene brittle 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

La figure 6 represente le plasmide p3223 comprenant la sequence antisens du 
gene shrunken 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

La figure 7 represente le plasmide p4962 comprenant les sequences antisens 
des genes shrunken 2 et brittle 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

La figure 8 represente le plasmide pDM 302 comprenant la cassette 
d'expression du gene bar. 
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La figure 9 represente le plasmide donneur pBIOS 273 qui comporte une 
cassette ^expression comprenant le promoteur Actine de riz, le gene Bar, et le 
termlnateur 3'Nos. 

EXEMPLES : 

Une illustration non limitante d'un des precedes selon la presente 

invention est decrite dans la figure 1 . 

La construction des differents plasmides ainsi que leur ligation et la 
transformation des bacteries Escherichia coli XLI blue rendues prealablement 
competentes, est realisee grace aux techniques usuelles d'ADN recombinant 

(Sambrook et al., 1989). 

La construction des vecteurs d'expression et les techniques -de transformation 
utilisees sont a la portee de I'homme du metier suivant les techniques standard. 



15 



EXEMPLE 1 : Construit AMS. 

1.a) Construction d'un plasmide (pRec 274) comprenant le gene barnase, 
conferant la sterilite male, lie au gene bar, conterant la resistance a I'herbicide 
20 Basta®. 

Le vecteur utilise pour la transformation du maTs par Agrobacterium 
tumefaciens se presente sous la forme d'un plasmide superbinaire d'environ 50 kb 
(pRec274). 

25 Le vecteur superbinaire utilise pour la transformation contient : 

- une region ori : origine de replication plasmidique Col El, necessaire au 
maintien et a la multiplication du plasmide dans Escherichia coli. Cette origine de 
replication n'est pas fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens, 

- une origine de replication fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens et 

30 dans Escherichia coli, 

- la region cos du bacteriophage lambda, pouvant presenter une utilite pour la 

manipulation du vecteur in vitro, 

- les regions virB, virC et virG supplementaires d^grobacfemvm tumefaciens 

qui augmentent I'efficacite de transformation, 
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- les genes de resistance a la tetracycline (T etra) et a la spectinomycine (Spect) 
qui s'expriment uniquement dans les bacteries, 

- un ADN-T porteur des g6nes barnase, conferant la sterilite m§le, et bar, 
conterant la resistance & I'herbicide Basta®, ces deux gdnes etant 

5 operationnellement lies & des elements permettant leur transcription. Dans le pr§sent 
exemple, le gene barnase est sous le controle du promoteur A9 et du terminateur 3* 
CaMV ; le gene bar 6tant sous le controle du promoteur actine-intron actine de riz et 
du terminateur 3' Nos. 

Le gene bar de Streptomyces hygroscopicus code une Phosphinothricine Acyl 
10 Transferase (PAT) qui d&oxifie la phosphinothricine (agent de selection de 
I'herbicide Basta®) par ac§ty!ation (White et aL, 1990). II est generalement utilise 
pour selectionner des plantes transformees qui contiennent a la fois le g§ne d'int6ret 
et ce gdne codant un agent de selection, et qui sont done r6sistantes a Therbicide. 
Le gene barnase, qui confere la sterilite male, code une Ribonuclease (RNase). 
15 Ce gene a 6t§ isole a partir de Bacillus amyloliquefasciens et est d6crit dans la 
publication de Hartley (1 988). 

Le plasmide superbinaire pRec 274 est represents dans la Figure 2. 

Ce vecteur superbinaire est obtenu par recombinaison homologue d'un 
20 plasmide accepteur pSB1 (EP 672 752) deriv6 d'un plasmide Ti d'Agrobacterium 
tumefaciens avec un plasmide donneur pBlOS 274 (Figure 3), derive de pUC 
(Messing, 1983). 

Le plasmide donneur possede le gene de resistance a la spectinomycine ainsi 
que TADN-T porteur du gene barnase, sous le controle du promoteur A9, et du gene 
25 bar, qui est aussi un gene de selection, sous le controle du promoteur Actine de riz. 

Les plasmides donneur et accepteur possedent une region d'homologie 
suffisante pour permettre une recombinaison homologue et obtenir le vecteur dit 
superbinaire. 

La technique de transformation par Agrobacterium tumefaciens permet 
30 Tintegration du seul ADN-T constitue des bordures droite (RB) et gauche (LB) 
encadrant le g6ne d'interet (barnase) et le gene codant un agent de selection. 
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l.b) Construction d'un plasmide (pRec 424) comprenant le gene bamase 
conferant la sterilite mile US au, gene NPT-II conferant la resistance a la 
kanamycine. 

Le vecteur utilise pour la transformation du mars par Agrobacterium 
tumefaciens se presente sous la forme d'un plasmide superbinaire d'environ 50 kb 
(pRec 424). 

Le vecteur superbinaire utilise pour la transformation contient : 

- une region ori : origine de replication plasmidique Col El, necessaire au 
maintien et a .la multiplication du plasmide' dans Escherichia coli. Cette origine de 
replication n'est pas fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens, 

- une origine de replication fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens et 

dans Eschericia coli, 

- la region cos du bacteriophage lambda, pouvant presenter une utilite pour la 

manipulation du vecteur in vitro, 
• - les regions virB, virC et virG supplementaires d 'Agrobacterium tumefaciens 
qui augmentent I'efficacite de transformation, 

- les genes de resistance a la tetracycline (Tetra) et a la spectinomycine (Sped) 
qui s'expriment uniquement dans les bacteries, 

- un ADN-T porteur des genes barnase, conferant la sterilite male, et Nptll 
insere dans un element Ds, conterant la resistance a la kanamycine, ces deux genes 
etant operationneliement lies a des elements permettant leur transcription. Dans le 
present exemple, le gene bamase est sous le controle du promoteur A9 et du 
terminateur 3* CaMV ; le gene Nptll insere dans un element Ds etant sous le controle 
du promoteur Actine et du terminateur et du terminateur 3" Nos. 

Le gene Nptll a ete isole a partir du transposon Tn5 ^Escherichia coli (Berg et 
al. 1983). Ce gene code pour I'enzyme neomycine phosphotransferase de type II qui 
catalyse la O-phosphorylation d'antibiotiques aminoglycosides tels que neomycine, 
kanamycine, gentamycine et G418 (Davies et Smith, 1978). Ce gene confere la 
resistance a la kanamycine, qui est utilisee comme agent de selection lors de la 
transformation genetique vegetale. II est decrit par Bevan et al. (Genbank 
n°U00004). 

Le gene barnase, qui confere la sterilite male, code une Ribonuclease comme 
mentionne dans I'exemple 1 .a ci-dessus. 
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Ce vecteur superbinaire est obtenu par recombinaison homologue d'un 
piasmide accepteur pSB1 (EP .672 752) derive d'un plasmide Ti d'Agrobacterium 
tumefaciens avec un plasmide donneur pBIOS 424 (Figure 4) derive de pUC 
5 (Messing, 1983). 

Le piasmide donneur pBiOS 424 possede ie gene de resistance a la 
spectinomycine ainsi que I'ADN-T porteur du gene barnase sous le controle du 
promoteur A9 et du gene Nptll mis sous le contr6le du promoteur Actine insere dans 
10 un element Ds. 

Le plasmide donneur pBIOS 424 (promoteur A9-barnase-terminateur 3" CaMV 
et. le gene de resistance a la kanamycine Nptll dans un element dissociant Ds) a ete 
gen6re de la maniere suivante : 
15 Le fragment contenant la cassette promoteur A9 - gene barnase - terminateur 

3' CaMV a ete isole par : 

a) restriction avecXhol, 

b) traitement a la T4 DNA Polymerase pour generer des bouts francs, et 

c) restriction avecXoal a partir du plasmide pBIOS 274 (Figure 3). 

20 Ce fragment (Xnol/blunt - Xbal) a ensuite ete introduit dans le vecteur pBIOS 

415 (decrit ci-dessous) ouvert a I'aide des enzymes de restriction EcoRV etXbal. 

Le fragment EcoRV-Xbal ainsi genere contient les sequences plasmidiques du 
vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752) et la cassette element Ds - promoteur 
Actine - intron actine - gene NPTII - terminateur Nos - element Ds. 



Le plasmide pBIOS 415 contient le gene de la GFP sous contrdle du promoteur 
CsVMV (WO 97/48819) et du terminateur Nos (fragment Xoal - Xhol) dans le 
vecteur accepteur pBIOS 340. Le vecteur pBIOS 340 est un vecteur contenant les 
- sequences plasmidiques du vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752) et la 
30 cassette element Ds - promoteur Actine - intron actine - gene NPTII - terminateur 
Nos - element Ds. 
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Les plasmides donneur et accepteur possedent une region d'homologie 
suffisante pour permettre I'obtention du vecteur dit superbinaire par recombinaison 
homologue. 

La technique de transformation par Agrobacterium tumefaciens permet 
Integration du seu! ADN-T constttue des bordures droite (RB) et gauche (LB) 
encadrant ie gene d'interet (gene barnase) et ie gene codant pour un agent de 



EXEMPLE 2 : Construit Restaurateur-Marqueur phenotypique lie a la tailie 
du grain. 

2.a) Construction d'un plasmide (p3222, figure 5) comprenant ia sequence 
antisens du gene brittle 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertility. 

Le gene brittle 2 code une sous-unite de la ADP Glucose Pyrophosphorylase, 
enzyme intervenant dans la synthase de I'amidon. En orientation antisens, il permet 
d'inhiber la synthese de cette sous-unite ce qui produit un phenotype mutant dont la 
tailie du grain est 50% inferieure a la tailie normale. 

Le gene barstar code un inhibiteur specifique de la Barnase. II a 6te isole a 
partir de Bacillus amyloliquefaciens et est decrit dans Hartley (1998) (Genbank N° 
X15545). 

Le plasmide p3222 est porteur de deux cassettes d'expression donees 
individuellement. La premiere cassette comprenant le promoteur HMWG, le gene 
brittle 2 en orientation antisens et le terminateur Nos. La seconde cassette 
comprenant le promoteur A9, le gene Barstar et ie terminateur CaMV. 

Le gene brittle 2 a ete synthetise par PCR a partir d'ADNc d'albumen de maYs 
avec les oligonucleotides Bt5 (CCGGATCCATGTGACAGACAGTGTTA, SEQ ID n°1) 
contenant un site BamHI, et Bt3 (AAGCCCGGGACTTGTACTAACTGTTTC, SEQ ID 
n°2) contenant un site Smal. 

Le fragment PCR de 600 pb ainsi obtenu a ete digere par Smal et BamHI et. 
clone entre le promoteur HMWG et la region terminatrice nos du plasmide p3214 



selection. 
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ouvert par Smal et BamHI. Le plasmide p3215 ainsi obtenu contient la cassette 
□"expression promoteur HMWG-brittle 2 (orientation antisens)-nos. 

Un fragment de 270 pb contenant le gene barstar a ete amplifie par PCR a 
partir du plasmide pWP127 avec les oligonucleotides BPR5 
(TATCGGATCCAAATCATAAG AAAGGAG , SEQ ID n°3) contenant un site BamHI, et 
BPR4 (Q AAG ATCTATATTGTTCATCCCATTG , SEQ ID n°4) contenant un site Bglll. 
Le fragment PCR ainsi obtenu a ete digere avec BamHI et Bglll et clone entre le 
promoteur A9 et la region terminatrice CaMV du plasmide p1415 ouvert par BamHI. 
Le plasmide p3072 ainsi obtenu contient le gene barstar sous le contrdle du 
promoteur A9 et de la region terminatrice CaMV. 

Le plasmide p3222 selon I'exemple 2.a) correspond a i'insertion de la cassette 
promoteur HMWG-brittle 2 (orientation antisens)-nos (fragment Kpnl-Sacl) de p3215 
dans p3072 ouvert avec Kpnl et Sacl. 

2.b) Construction d'un plasmide ( P 3223, figure 6) comprenantla sequence 
antisens du gene shrunken 2 ainsi que le gene barstar restaurant la fertilite. 

Le. gene shrunken 2 code I'autre sous-unite de . la ADP Glucose 
Pyrophosphorylase, enzyme intervenant dans la synthese de I'amidon. En orientation 
antisens, il permet d'inhiber la synthese de cette sous-unite ce qui produit un 
phenotype mutant dont la taille du grain est 40% inferieure a la faille normale. 

Le plasmide p3223 est porteur de deux cassettes d'expression donees 
individuellement. La premiere cassette comprenant le promoteur HMWG, le gene 
shrunken 2 en orientation antisens et le terminateur Nos. La seconde cassette 
comprenant le promoteur A9, le gene Barstar et le terminateur CaMV. 

Le gene shrunken 2 a ete synthetise par PCR a partir d'ADNc d'albumen de 
mafs avec les oligonucleotides New Sh5 (GCACCCGGG AGGAGATATGCAGTTTG , 
SEQ ID n°5) contenant un site Smal, et Sh3 (GACTGCAGCACAAATGGTCAAG, 
SEQ ID n°6) contenant un site Pstl. 

Le fragment PCR de 1800 pb ainsi obtenu a ete digere par Smal et Pstl et 
clone entre le promoteur HMWG et la region terminatrice nos du plasmide p3214 
ouvert par Smal et Pstl. Le plasmide p3217 ainsi obtenu contient la cassette 
d'expression promoteur HMWG-shrunken 2 (orientation antisens)-nos. 
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Un fragment de 270 pb contenant le gene barstar a ete amplifie par PCR & 
partir du plasmide pWP127 avec les oligonucleotides BPR5 
(TATCGGATCCAAATCATAAGAAAGGAG, SEQ ID n°7) contenant un site BamHI, et 
BPR4 (GAAG ATCTATATTGTTCATCCCATTG , SEQ ID n°8) contenant un site Bglll. 
5 Le fragment PCR ainsi obtenu a 6te dig6r6 avec BamHI et Bglll et clone entre le 
promoteur A9 et la region terminatrice CaMV du plasmide p1415 ouvert par BamHI. 
Le plasmide p3072 ainsi obtenu possdde le gene barstar sous le controle du 
promoteur A9 et de la region terminatrice CaMV. 

Le plasmide p3223 selon l'exemple 2.b) correspond £ Hnsertionde la cassette 
10 promoteur HMWG-shrunken 2 (orientation antisens)-nos (fragment Kpnl-Sacl) de 
p3217 dans p3072 ouvert avec Kpnl et Sacl. 



2.c) Construction d'un plasmide (pReo 4962) comprenant les sequences 



antisens des genes shrunken 2 et brittle 2 ainsi que le gene barstar retaurateur 
is defertittte. 

Le plasmide p4962 (figure 7) est porteur de deux cassettes d'expression 
clon§es individuellement. La premiere cassette comprenant le promoteur HMWG, le 
gene shrunken 2 en orientation antisens, le gene brittle 2 en orientation antisens et le 

20 terminateur Nos, La seconde cassette comprenant le promoteur Mac2.1, le gene 
Barstar et le terminateur CaMV. Ce plasmide a ete construit par des techniques de 
biologie moteculaire classiques connues de Phomme de Tart. 

Le plasmide p4962 se pr§sente sous la forme d'un vecteur donneur derive du 
vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752) d'environ 1 1 ,7 kb comprenant : 

25 - une region ori : origine de replication plasmidique Col E1, n§cessaire au maintien et 
a la multiplication du plasmide dans la bacterie, 

- un gene de resistance a la spectinomycine s'exprimant uniquement dans les 



- un T-DNA comprenant le gene de restauration de la fertilite male (gdne barstar) et 
30 les sequences antisens des genes shrunken 2 et brittle 2 conferant un phenotype x 
'petit grain'. 



Mac2.1 et du terminateur S'CaMV, les g^nes shrunken 2 et brittle 2 en orientation 
antisens §tant sous le controle du promoteur HMWG et du terminateur 3'Nos. 



bacteries, 



Dans le present exemple, le gdne barstar est sous le controle du promoteur 



WO 03/076632 



28 



PCT/FR03/00711 



Le vecteur superbinaire pRec 4962 est obtenu par recombinaison homologue 
d'un plasmide accepteur pSB1 (Japan Tobacco, EP 672 752) derive d'un plasmide Ti 
d'Agrobacterium tumefaciens avec le plasmide donneur p4962. 

EXEMPLE 3 : Plasmide de selection 

3.a) Construction d'un plasmide (pDM 302, figure 8) comprenant le gene 
bar conferant la resistance a I'herbicide Basta® utilise comme plasmide de 
selection en co-transformation avec le plasmide restaurateur. 

Comme indique dans I'exemple 1, le gene bar permet de selectionner les 
plantes transformees qui sbnt resistantes a I'herbicide Basta®. 

Le plasmide pDM302 (Cao et ah, 1992) est porteur de la cassette d'expression 
comprenant le promoteur Actine-lntron-actine, le gene Bar et le terminateur Nos. 

■ * 

Ce plasmide pDM302 a ete obtenu de la maniere suivante : 
La. region codante du gene bar de Streptomyces hygroscopicus codant pour 
I'activite PAT (Phosphinothricine Acetyl Transferase) a ete excisee du plasmide 
plJ4104 (White et al., 1990) par I'enzyme de restriction Smal (fragment de 600 pb) et 
donee dans le vecteur d'expression pCOR113 (McElroy et al., 1991) derriere le 
fragment 5' (promoteur et premier intron) du gene Actine 1 (Act-1) de riz. Ceci a 
genere le plasmide pDM301 de 4.9 kb contenant la cassette d'expression Act1-bar. 
La cassette d'expression Act1-bar de pDM301 a ete excisee en tant que fragment de 
restriction Xhol-Xbal de 2.0 kb et donee entre les sites Sail et Xbal en amont de la 
sequence terminatrice du gene nos codant la nopaline synthase (plasmide pNOS72). 
Le plasmide pDM302 de 4.7 kb ainsi obtenu contient la cassette d'expression Act1- 
bar-nos. 

3.b) Construction d'un plasmide pRec 273 comprenant le gene bar 
conferant la resistance a I'herbicide Basta® utilise comme plasmide de 
selection en co-transformation avec le plasmide restaurateur. 

Le plasmide pBIOS 273 (Figure 9) est porteur d'une cassette d'expression 
comprenant le promoteur Actine de riz, le gene Bar, et le terminateur 3' Nos. Ce 
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plasmide a ete construit par des techniques de biologie moleculaire classiques 
connues de I'homme de Tart. 

Le plasmide pBIOS 273 se presente sous la forme d'un vecteur donneur 
derive du vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752), d'environ 8,6 kb 
5 comprenant : 

- une origine ori : origine de Replication plasmidique Col E1, necessaire au 
maintien et a la multiplication du plasmide dans la bacterie, 

- un gene de resistance a la spectinomycine s'exprimant uniquement dans les 
bacteries, 

io - un T-DNA comprenant le gene Bar conferant la resistance a I'herbicide 

Basta® sous le contr6le du promoteur Actine de riz et du terminateur 3' Nos. 

Le plasmide pBIOS 273 a ete genere en deux etapes : 

- clonage du fragment BspDI/Xhol (promoteur Actine - gene Bar - terminateur 
is Nos) du vecteur pDM 302 (Cao et al. 1992) dans les sites Smal et BspDI du vecteur 

pSB12 (Japan Tobacco EP 672 752). Le vecteur resultant de ce clonage est appele 
pBIOS 272. 

- deletion du site Xhol en position 3363 du vecteur pBIOS 272 par digestion 
partielle avec Xhol et action de I'ADN Polymerase I, large (Klenow) fragment. Le 

20 vecteur obtenu, possedant un site unique Xhol, est nomme pBIOS 273. 

Le vecteur superbinaire pRec 273 est obtenu par recombinaison homologue 
d'un plasmide accepteur pSB1 (Japan Tobacco, EP 672 752) derive d'un plasmide Ti 
d'Agrobacterium tumefaciens avec le plasmide donneur pBIOS 273. 

25 

EXEMPLE 4 : Production d'une lignee de maTs male sterile heterozygote 
pour le transgene AMS. 

30 4.a) Production d'une lignee de maYs male sterile heterozygote pour le 

transgene AMS (AMS/+) par transformation du maYs avec le plasmide d$crit 
selon I'exemple 1a (pRec 274). 
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Une lignee de ma'fs male sterile heterozygote exprimant les genes barnase 
(conferant ia sterilite male) et bar (resistance au glufosinate) respectivement sous 
contrdle des promoteurs A9 (Paul et al., 1992) et actine-intron (Mc Elroy et ah, 1991) 
est obtenue par transformation avec Agrobacterium tumefaciens selon la methode 
5 decrite par Ishida et al (1996). 

Dans I'exemple suivant, la lignee de maYs male sterile heterozygote (AMS/+) a 
ete produite par la methode de transformation par Agrobacterium tumefaciens. 
D'autres techniques de transformation connues de Phomme de Part peuvent etre 
utilisees. 

10 

Obtention et preparation du materiel veaetal : 

Des epis de maTs sont decontamines durant 15 a 20 minutes dans du 
Domestos 20% sous agitation et ensuite rinces a I'eau sterile avant de prelever les 
embryons immatures qui sont places dans du milieu LSinf. La taille des embryons 
15 immatures optimale est de 1 a 1,2 mm, ce qui correspond a 10 +/- 2 jours apres 
fecondation. Les embryons sont ensuite agites au vortex, le milieu LSinf est elimine, 
et un rincage dans du milieu LSinf est. effectue avant d'agiter au vortex a nouveau. 

Preparation des bacteries : 

20 Des bacteries Agrobacterium tumefaciens (souche LBA 4404) contenant le 

plasmide super binaire pRec 274 (comme decrit selon exemple 1a) sont mises en 
culture dans du milieu YP supplements avec un agent selectif approprie a la souche. 
2 a 3 jours apres, les bacteries sont mises en suspension dans du milieu LSinf + 
acetosyringone 100 uM. La concentration de Pinoculum est consideree a 1.10 9 

25 bacteries/ml. 

Inoculation et coculture : 

Apres avoir elimine le milieu LSinf, les embryons sont mis en contact avec les 
Agrobacteries. Apres avoir agite au vortex, 50 pi de Piuronic F68 a 1 % sont rajoutes 
30 et une incubation de 5 minutes a temperature ambiante est effectuee. L'inoculum est 
elimine et les embryons sont recuperes et places sur milieu 1,5LSAs, scutellum vers 
le haut. Apres avoir scelle la botte, une incubation de 5 jours a 25°C a Pobscurite est 
effectuee. 
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Selection de cals transformes : 

A Tissue de la coculture, les embryons sont transfers sur milieu LSD5 et 
places par nombre de 25 par boTte scell6e avec de I'Urgopore. Une incubation de 2 
semaines a 25 °C & I'obscurite (1* re selection) est effectuee. Une 2 6me selection 

5 consiste £ transferer les embryons sur milieu LSD10 en coupant les germinations. 
Une incubation de 3 semaines est effectuee dans les memes conditions qu'en 1 6re 
selection. Une 3* me selection est effectuee en excisant les -joiis- cals de type I de 
fagon £ obtenir des fragments de 1-2 mm. Une mise en culture sur milieu LSD10, 
puis une incubation de 3 semaines dans les memes conditions qu'en premiere et 

10 seconde selection sont effectuees. 

Regeneration de plantules transform6es : 

Les cals de type I ayant prolifere sont places sur milieu LSZ2 et les boTtes sont 
scell6es avec du scellofrais® et placees en chambre de culture & 27°C pendant 2 
is semaines. Les cals de type I ayant prolifere sont a nouveau repiqu§s, separes et 
places sur milieu RM+G4C1 00. Les boTtes sont scellees avec du scellofrais® et 
. placees en chambre de culture a 27°C. Les plantules regenerees sont repiqu6es sur 
milieu T1G4 et placees sous illumination continue, § 27°C pendant une & deux 
semaines. Les plantules ayant atteint un developpement suffisant sont transferees 
20 au phytotron. 

Afin d'identifier les plantules resistantes a I'herbicide Basta®, et done ayant 
int6gr6 le transgene, une etape de selection est effectuee avec une solution Basta 
F1 (AgrEvo France), ^application de cette solution se fait par "Leaf Painting" (e'est a 
dire en badigeonnant les feuilles) sur les plantes de mats au stade 4-5 feuilles. La 
25 concentration en glufosinate d'ammonium de la solution de traitement est de 0,75 
grammes par litre. 

Les plantes resistantes presentent une zone non n§crosee 5 jours apres 
Tapplication de I'herbicide. Les plantes sensibles presentent une necrose au niveau 
de la zone traitee ; on observe alors la mort des tissus chlorophylliens. 
30 Les plantes ainsi regen6r§es sont acclimat§es puis cultivees en serre oCi elles 

peuvent etre croisees ou autofecondees. 
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4.b) Production d'une lignee de mats male st6rile het6rozygote pour le 
transgene AMS (AMS/+) par transformation du mats avec le plasmide d6crit 
selon I'exemple 1b (pRec 424). 

5 Une lignee de mats male sterile heterozygote exprimant le gene barnase 

conferant la sterilite male, sous le c'ontrole du promoteur A9 (Paul et al., 1992), est 
obtenue par transformation avec A. tumefasciens selon la methode decrite par Ishida 
et al. (1996). La technique de transformation avec Agrobacterium tumefaciens, non 
limitante, utilisee dans cet exemple est identique a celle utilisee dans I'exemple 4.a. 

10 La transformation avec la cassette d'expression A9-Bamase-3'CaMV-Ds::NPTII 

comportant le gene bamase sous le contr6le du promoteur A9 et du terminateur 
3'CaMV (selon I'exemple 1b) sur un vecteur utilisable en transformation via 
Agrobacterium et comportant le marqueur de selection « Kanamycine » § I'interieur 
de I'element transposable Ds a I'avantage d'&iminer le gene marqueur qui ne se 

15 retrouvera pas dans la lignee de mais transformee. 

Dans le present exemple I'identification des plantules ayant integrees le 
transgene se fait de la maniere suivante : 

Regeneration de plantules transformees : 

20 Les cals de type I ayant prolifere sont places sur milieu LSZ2 et les boTtes sont 

scellees avec du scellofrais® et placees en chambre de culture a 27°C pendant 2 
semaines. Les cals de type I ayant prolifere sont a nouveau repiques, separes et 
places sur milieu RM+G4C100. Les bottes sont scellees avec du scellofrais® et 
placees en chambre de culture a 27°C. Les plantules regenerees sont repiquees sur 

25 milieu T1G4 et placees sous illumination continue, a 27°C pendant une a deux 
semaines. Les plantules ayant atteint un developpement suffisant sont transferees 
au phytotron. 

Afin d'identifier les plantules resistantes a la kanamycine et done ayant integre 
30 le transgene, une etape de selection (par le test goutte comet) est effectuee avec 
une solution de kanamycine a une concentration de 500 mg/l additionnee de 1% de 
Tween. 2 a 3 gouttes de cette solution sont appliquees sur les plantes de mats au 
stade 4-5 feuilles. 




WO 03/076632 PCT/FR03/00711 

L'analyse des plantes s'effectue 5 jours apres I'application de la kanamycine. 
Les plantes sensibles presenter^ rapparition de zones blanchatres (mort des tissus 
chlorophylliens). Les plantes resistantes ne presentent pas I'apparition de zones 
blanchatres 5 jours apres I'application de la kanamycine. 
5 Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees puis cultivees en serre ou elles 

peuvent etre crotsees ou autofecondees. 

Une fois que les transformants (comprenant la cassette d'expression A9- 
Barnase-3'CaMV-Ds::NPTII) ont ete isoles par action de I'agent de selection et/ou 
10 par analyses moleculaires, le gene codant I'agent de selection est elimine. Les 
transformants setectionnes sont done croises avec une source de transposase active 
Ac. 

La fecondation est r6alisee manuellement par une technique connue de 
15 I'homme de I'art par le dep6t du pollen de la source de transposase Ac sur les soies 
des transformants, de preference dans le sens plante mile possedant la transposase 
dans la plante femelle contenant I'element Ds::Nptll. 

Les grains F1 sont mis a germer pour obtenir des plantules. Les plantules sont 
evaluees pour leur resistance a la kanamycine (les plantes resistantes sont 
20 conservees) et un test PCR est effectue pour detecter les excisions somatiques (une 
excision somatique ne touche generalement pas les gametes et conduit a la 
formation de graines et d'individus chim6riques dont la plupart des cellules 
possedent encore le gene codant I'agent de selection). Les amorces utilisees pour ce 
test PCR qui permet de rechercher les excisions somatiques sur les plantes F1 
25 resistantes a I'agent de Selection sont les suivantes : 



Nom 


Taille 
(Pb) 


Sequence 


Barn5 


21 


5'-GGTTTCGCTCATGTGTTGAGC-3* (SEQ ID N°1 5) 


EM11 


25 


5'-GAI IGGGGAGGI I I I I AATGTACTG-3'(SEQ ID N°16) 
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Le couple d'amorces Barn5/EM11 permet de visualiser I'excision (d'autres 
amorces adequates peuvent egalement Me utilisees). L'amplification est differente 
en fonction de s'il y a eu ou pas excision. 

Les plantes F1 0C1 il y a eu excision somatique sont done selectionnees, puis 
croisees avec une piante de genotype sauvage (WT). Les plantes F2 sont criblees 
afin d'identtfier les plantes avec le gene d'interet sans gene codant I'agent de 
selection (une excision germinate toyche les gametes et conduit a la formation de 
graines et d'individus constitues de cellules qui ne possedent plus le gene codant 
I'agent de selection). 



4.c) Caracterisation moleculaire des transformants 

La methodologie Southern (1975) est utilisee pour demontrer l'insertion du 
transgene dans le genome de la piante et pour evaluer le nombre de copies et 
caracteriser le profil d'integration. 

L'ADN genomique des plantes (8ug) est extrait a partir des feuilles des plantes 
suivant un protocole d'extraction au CTAB (C§tyltrimethylammonium bromide), selon 
le protocole de Keller J (DNAP 6701 San Pablo Ave Oakland CA 94608 USA) 
modifie par Bancroft I. (Department of MolecularGenetics, Cambridge Laboratory, 
John Innes Center for Plant Science Research, Cdlney lane, Norwich, England). 
L'ADN obtenu a ete digere par differentes enzymes de restriction, separe par 
electrophorese sur gel d'agarose et transfere sur membrane de nylon hybond N+ 
puis hybride avec des sondes radioactives. 

La sonde Bar pour les analyses moleculaires est preparee de la maniere qui 
suit Le plasmide pDM302 (decrit dans I'exemple 3a) de la presente invention) est 
digere avec I'enzyme Sma I. Le fragment d'interet de 0.6 Kb est recupere apres 
migration du produit de digestion sur gel d' electrophorese et purification avec le kit 
Gene Clean (Bio 101 , Ozyme). Apres marquage au P32 de 30 ng de fragment, celu. 
ci est utilise comme sonde pour hybrider les differents blots. 

L'evenement de transformation male sterile (STB27b) est un transformant 
obtenu par transformation via Agrobacterium tumefaciens selon I'exemple 4a) decrit 
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ci-dessus, et qui presente une insertion monocopie du T-DNA tel que decrit selon 
I'exemple 1a. Les resultats d'hybridation de I'ADN digere par differentes enzymes de 
restriction (Ncol, Spel, EcoR V, Hindlll et Ecor I), puis hybride avec la sonde Bar 
montrent qu'un seul fragment est mis en evidence quelle que soit I'enzyme utilisee. 
La taille du fragment revele par la digestion Hind III est de 1.7 kb. Ce meme type de 
caracterisation moleculaire est effectue pour les transformants obtenus par 
transformation via Agrvbacterium tumefaciens selon I'exemple 4b). 

EXEMPLE 5 : Production d'une lignee de mais restauratrice de la fertiiite 
heterozygote pour le gene restaurateur de la fertiiite (SSB/+). 

5.a) Production d'une lignee de mais restauratrice de la fertility (SSB/+) 
heterozygote pour le gene restaurateur de la fertiiite par co-transformation du 
maYs avec les plasmides des exemples 2a , 2b (plasmides restaurateurs) et 3a) 
(plasmide pDM 302 de selection). 

On utilise preferentiellement une methode de transformation genetique conduisant a 
I'integration stable des genes modifies dans le genome de la plante. Cette methode 
repose sur I'utilisation d'un canon a particules. Cependant, d'autres techniques de 
transformation connues de Thomme de I'art peuvent etre utilisees. 



Production d'embrvo ns immatures : 

Elle consiste a I'autofecondation d'une plante de la lignee Hill ou au croisement 
"frere-soeur" (sib) de 2 plantes de la lignee Hill. La fecondation est realisee a date 
unique apres avoir isole les organes reproducteurs. 

Pr6lfevement de l'6pi : 

Le prelevement des epis est realise lorsque les embryons immatures ont atteint 
une taille de 1,5 mm a 2 mm, c'est a dire 10 a 1 1 jours apres la fecondation dans nos 
conditions de culture (temperature de 25°C le jour et 18°C la nuit, photoperiode 
16/8). 
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reinfection ; . 

Les epis recoltes sont debarrasses de leurs spathes et de leurs so.es pu.s sont 
desinfectes au Domestos® 20% (v/v) pendant 15 minutes sous agitation. Les ep.s 
seront rinces trois fois a I'eau sterile. 

Fvtraction d^ s embrvons : 

La parte superieure * 9™ -* <=° u ^ e dB fa ? on 4 decouvrir albumen, pu,s 
une legere pression sur le grain permat da degager .albumen. Uambryon immature 
qui sa trouva anoora dans la grain (contra la pericarps) ast extrait puis depose sur la 
milieu da callogenese N6P6 an I'orientant cote plat sur la gelose. Tranta « 
ambryons par bote sont mis an oultura pandant 4 jours an ohambre da oultura a 26 
°C et a , obscurite. II s'agit de la pertode d'inltiation. 



20 



25 



Transform ation a6n6tioue : 

- Preparation des embryons : 

Apres la pertode d'lnitiation, les embryons sont deposes 4 heures avant le tor 
sur la milieu de ohoo osmottque N6P6 0.4 M et sont disposes par 36 en un petit carre 
de 2 cm» au oentre da la bolte. Lea boTtas sont scellees au scello-frais at inoubaes en 
chambre de culture (obscurite a 26°C ). 

Les plasmidea portent les genes a introduire (plasmides decrits dans les 
examples 2a, 2b at 3a) sont purines sur oolonne Qiagen® en suivant lea inactions 
du fabrioanL Us aont ansuita precipites sur des particules de tungstene (M10) en 
suiyant le protooole deorlt par Klein (1987). Las partioulea ainai enrobees sont 
projetees vera lea oellules cibles a I'aide du canon et selon le protocole decnt par J. 

^iTboftes d'embryons ainsi bombardees sont ansuite scellees a I'aide de 
Scellofrais® puis culttvaes a I'obscurtte a 27°C. Le premier repiquage a kau 24h 
apres, puis tous lea quinze joura pandant 3 mois sur milieu identtque au m,l,eu 
d'Mietion additionne dun agent aelectif dont la nature at la concentration peuven 
verier aelon le gene utilise. Les agents selects utilisablas consistent generalement 
en des composes actifs da certeins herbicides (Baste®. Round up®) ou certams 
antibiotiques (Hygromycine, Kanamyclne.,.). De maniere preference, la gene da 
resistance a I'herbicide Basta® sera utilise. 



WO 03/076632 



37 



PCT/FR03/00711 



- Maturation et 'regeneration des cals de type II : 

Lorsqu'on a suffisamment de material pour un evenement, on to transfert sur le 
milieu de maturauon MM+G2 qui favorisa la development d'embryons somat,quet. 
On etale le ca. a la surface du milieu MM+G2. Les bottes son. raises 
curiure a I'obsourita at a 26'C. Apres 15 jours (minimum) sur la m,l,eu MM+G2, des 
embryons somariques apparaisaent. Cas damiars sent rapids sur m ,eu 
raganeraton RM+G2 (20 a 25 par botte, e. oultive a 2 8 °C a, a la lum,ere 6h^ 
On oonsidere que 4 bottes en regeneration sont suffisantas pour obtan,r das 

'^"environ 15 lours sur le milieu RM+G2, les embryons se sont devaloppes 
an plantules qui aont ensuKe repiquees en tubes sur le milieu d'enraanemen 
T1 + G2 On oonsidere que 5 plantules par evenement sont necassaires pour reuss.r 
Testation au phytotron et les envois. Ces plantules sont misas en chambre da 

culture a la lumiere. 

On obtien. apres 3 mois ou parfois plus t6t, des oals dont la cro,ssance 
pas inhibea par I'agent de amotion (glufosinate d'ammonium), habituellement at 
^ioritaireman, oomposes de ce«u,ea resultant de la dMsion .una ce,,, ayant 
integre dans son patrimoine genetique une ou pluaieura oopies du gene de solemn. 
L'efflcacltede transformation est de 10%. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis- culbves de facon a 
ragenerer des plantules. Afln d'eviter toute interference avac des cellules non 
^sformeea toutes ces operations aont menees sur des milieux de culture 
contenant I'agent selectif. 

, Acclimatation : 

L'acclimatation des plantules est realisee quand ces demrerea se sont 
suffisamment developpees sur T1+G2 c'est e dire lorsque les racines atte,gnent le 
fond du tube et lorsque I'axe collinaire eat auflisamment rigide et deve loppe. Les 
,„ plantules sont acclimetees au phytotron en genets avac du terreau legerement 
enritl Uas godets son, disposes sur tablette situea » 1 ,5 metres des lampes. Pour 
mile f btention de descendance, facclimatarion de 2 piantuies au phytotran 
TLsaaire. E n moyanne, deux semaines son, necassaires pour ,e sevrage des 



plantules. 
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Les plantes ainsi regenerees at acclimatees sont ansuita oultivaas an serre oD 
elles peuvent §tre croisees ou autofecondees. 

Ce mode de reaction consistent a produire une lignee de mats restauratrice 
de MM Pour le gene restaurateur de la fertilHe ^ 

transformed d'une plante de mats avec les plasmides des examples 2a, 2b et 

est le premier mode de realisation. 

Un deuxieme mede de realisation oonsistant a produire une hgnee dema 
restauratrlce de ,a MM neterozygote pour .e gene restaur* eur **£Z 
(SSB/+) oensiate a oo-transformer une plants de mate avec les plasm.des des 
exemples 2a et 3a selon le meme protooole que decrlt a-dessus. 

Un froisieme mode de reason oonsistant a produire une lignee de ma. 
Arabics de ,a fertile heterozygote pour le gene restaurateur 
(SSB/+) oonslste a oo-transformer une plante de mats aveo .as plasrmdes des 
exemples 2b et 3a selon le meme protooole que deorit ci-dessus. 

Sb) Pro d U c D on d-une Hgnee de nrafe restaurs*** de la ferltm 
^zygote pour /e gene restaurateur de ,a fernV/te » par oc 
^aeon du mars avec tea p,as m ,des des exe m p,es 2c p*ec 
, 4962res«aurateurJet36fp/asm/depRec273d e se/ectfon). 

La production de ,a .ignee de mats restauratrice de la ferBMe selon le present 
exemple 5b est realises par co-transformation d'une plante de mats avec tea 
piasrls deorits salon les exemples 2c et 3b selon la teobrnque de co- 
5 uansformatlonpar^bactenumtumefaaenaconnuedemommede art 

Le gene bar (gene cedent regent de sslection) est e„m,ne tors de la co- 
transforms*,, 10% des b*nsformants obtenus contiennen les 2 — 
depression contenues dans les plasmides des exemples 2c et 3b. II y aura 
segregation dans la descendance. 
„ Ce mode de realisation (4- mode) consistent a produ.re une i,gnee de ma* 
^taurabtoe de la ferblite beterozygote pour ,e gene restaunatour de a ^ 
( SSB/ + ) est le mode preference, seion ,a presents invenbon. 
techniques de transformation connues de fhomme de .'art peuvent etre ub„sees. 
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5.c) Caracterisation moleculaire des transformants. 

Le transformant SSB-001a obtenu selon I'exemple 5a) a ete caracterise par la 
meme methodologie que celle decrite selon I'exemple 4c de la presente invention. 

L'analyse moleculaire a ete realisee sur le transformant SSB-001a resistant a 
I'herbicide Basta® (n° de plante 12928), sur une plante sceur resistante a I'herbicide 
Basta® (n° de plante 12929), et sur 2 plantes sensibles a I'herbicide (13008 et 
13061). Ces 4 plantes sont issues de I'epi du transformant primaire SSB-001a. 
L'ADN genomlque (14ug) des plantes a ete digere par les enzymes de restriction 
Eco RV et Hind III. Trols sondes ont ete utilisees pour l'analyse: promoteur A9 
(pA9), promoteur HMWG (pHMWG) et Bar. 

Les resultats des hybridations moleculaires avec la sonde Bar indiquent que 
les profils moleculaires sont identiques pour les deux plantes resistantes a I'herbicide 
Basta. Les hybridations avec les sondes pA9 et pHMWG revelent un grand nombre 
de bandes, refletant une integration en plusieurs copies des plasmides p3222 et 
p3223. L'hybridation avec la sonde Bar montre un profil simple, une bande majeure 
est revelee pour les 2 enzymes Eco RV et Hind III. La taille du fragment revele par la 
digestion Hind III est de 8 kb. Les bandes d'intensite tres faible correspondent aux 
signaux tres intenses reveles precedemment avec les sondes pA9 et pHMWG. 

EXEMPLE 6 : Croisement de la lignee de maYs male sterile heterozygote 
(AMS/+) avec la lignee de malfs restauratrice de la fertillte heterozygote pour le 
gene restaurateur de la fertillte (SSB/+) : obtention des plantes F1. 

La lignee de mats male sterile heterozygote (AMS/+) resistante a I'herbicide 
Basta® obtenue selon I'exemple 4a est croisee avec la lignee de mats restauratrice 
de la fertillte heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite (SSB/+), plante 
resistante a I'herbicide Basta®, obtenue selon I'exemple 5 afm d'obtenir les plantes 
F1. Le meme type de croisement peut §tre realise entre la lignee de mats male 
sterile heterozygote (AMS/+), obtenue selon I'exemple 4b, et la lignee de malfs 
restauratrice de la fertilite heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite 
(SSB/+), obtenue selon I'exemple 5. La fecondation est realisee manuellement par 
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une technique connue de I'homme de I'art. La plante male sterile est menee a 
floraison, le pollen de la plante (SSB/+) est depose sur les soies de la lignee male 
sterile. 

A Tissue de ce crojsement, des analyses genetiques sont effectives sur les 
plantes F1. Les analyses genetiques consistent en un comptage, en rapport a la 
presence des differents marqueurs, parmi la descendance. 

Toutes les frequences theoriques mentionnees sont vraies si et seulement s'il 
n'y a pas de liaison entre le transgene AMS et le gene restaurateur de la fertility. 



10 Bilan genetique de la F1 .: 





AMS 


+ - 


SSB 


SSB/+;AMS/+ . 


SSB/+ ; +/+ 


+ 


AMS/+ ; +/+ 

» 


+/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique de la F1 : 



Phenotype 
Grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibies 


Normaux 


50% 


50% 


50% 


Deprimes 


50% 


100% 


0% 



La F1 est done composee pour moitje de grains normaux, I'autre moitie etant 
des grains deprimes (phenotype 'petit grain' cause par les genes shrunken2 et 
brittle2 en orientation antisens). 

Pour chaque F1, nous avons evalue (a segregation pour la resistance au 
20 glufosinate afin de detecter les lots de grains deprimes. 

Les grains deprimes sont selectionnes par un tri visuel sur I'epi de maTs. Ces 
grains sont tous resistants a I'herbicide Basta®. 

Les grains deprimes, qui ont le genotype (AMS/+ ; SSB/+) ou (+/+ ; SSB/+), 
sont selectionnes, puis semes et mis a germes. 

25 

EXEMPLE 7 : Autofecondation des plantes F1 pour production de la F2. 
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Les plantes F1 resistantes a I'herbicide Basta® issues de grains deprimes selon 
I'exemple 6 sont autofecondees afin d'obtehir les plantes F2. 

Les plantes F1 issues de grains deprimes etant constitutes a la fois de plantes 
de genotype (SSB/+ ; +/+) et de plantes de genotype (SSB/+ ; AMS/+), deux cas 
d'autofecondations se presentent alors : 

7. a) Autofecondations des plantes de genotype (SSB/+ ; +/+). 

Les plantes F1 de genotype (SSB/+ ; +/+) obtenues selon I'exemple 6 sont 
autofecondees. A I'issue de cette autofecondation, les analyses genetiques sont 
effectuees sur les plantes F2 : 

Bilan genetique de la F2 : 





SSB 


+ 


SSB 


SSB/SSB ; +/+ 


SSB/+ ; +/+ 


+ 


SSB/+ ; +/+ 


+/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique de la F2 : 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


25% 


0% 


100% 


Deprim6s 


75% 


100 % 


0% 



Cette etape d'autofecondations des plantes de genotype (SSB/+ ; +/+) peut etre 
avantageusement eliminee par une etape de genotypage en effectuant une PCR 
specifique du transgene AMS sur les plantes F1 issues de grains deprimes selon 
I'exemple 6. Les grains deprimes sont mis a germer, les plants de mats 
autofecondes, et un tri moleculaire est effectue par PCR. Seules les plantes positives 
pour la detection du transgene AMS par PCR sont conservees. 
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Les amorces specifiques du gene d'interet AMS ( P A9-Barnase-3'CaMV) 
permettant son amplification par PCR sont les suivantes : 



10 



Norn 


Orientation 


Sequence 


A9A 
(ProA9) 


Direct 


TAG ACATTGTAGGTTC3 <j N I lb 
(SEQ ID n°9) 


Bam 1 
(bamase) 


Direct 


GCACAGGTTATCAACACGi I i^A<j 
(SEQ ID n°10) 


Bam 4 
(bamase) 


Direct 


ATCCGGCCATTTCTGAAGAGAA 
(SEQ ID n°11) 


A9B 
(Pro A9) 


Reverse 


TCTAGTTACTTCATAAG I I 1. 1 u 
(SEQ IDn°12) 


Bam 6 
(bamase) 


Reverse 


TTGCGGG I I I GTGTTTCCATATTG 
(SEQ ID n° 13) 


CaMVoH 
(3'CaMV) 


Reverse 


ATTGATAAGGGGTTATTAGGGG 
(SEQ ID n°14) 



La taille du fragment amplifie a I'aide des couples d'amorces A9A / A9B, Bam1 / 
Barn 6 ou Barn4 / CaMVoh est 799 pb, 880 pb ou 979 pb, respectivement 

7.b) Autofecondations des plantes de genotype (AMS/+ ;SSB/+). 

Les plantes F1 de genotype (AMS/+ ; SSB/+) obtenues selon I'exemple 6 sont 
autofecondees afin d'obtenir la descendance F2. A Tissue de cette autofecondation, 
les analyses genetiques sont effectuees sur la descendance F2 : 
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Bilan genetique de la F2 : 





AMS ;+ 


+ ;SSB 


AMS ; SSB 


+ ;+ 


AMS; + 




AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/AMS ; SSB/+ 


-K*££2£«fS''- - -V.'-: 


+ ;SSB 


AMS/+ ; SSB/+ 


SSB/SSB ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/SSB 


SSB/+ ; +/+ 


AMS; 
SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/+ ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/+ ; 
SSB/+ 


+ ; + 




SSB/+ ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/+ 





Bilan phenotypique de la F2 : 
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Segregation 
grains 




Segregation Basta 



L'analyse genetique de la descendance F2 sur les grains normaux (25 %) pour 
(■expression du gene barnase avec ia resistance a rtabUda Basta , pemne de 
determiner .as piantes nybrtdes F1 -qui presentment le genotype (SSB/+ ; AMSW Au 
niveau des piantes F2 issues des grains deprimes, 1/6 ont le genotype (AMS/AMS , 
SSB/+). Sur les piantes F2 qui ont des grains normaux, V* ont le genotype 
(AMS/AMS ; +/+)• 

7.c) Rteultats. 

14 epis F2 ont ete pmdults. Pour chacun daces epis, un tri par rapport au 
phenotype du grain (depnme ou pas) a ete effectue. 14 tots de graines ^« 
(de a7 N ) ont done ete analyses. Ces 14 lots de graines (lot A a lot N on, ete 
divises en deux en fondion de leur phenotype norma, ou depnme. Le code utt» 
pour les 28 ensembles de graines ainsi prepares est par exemple pour le lot A : A 01 
= grains normaux, A02 » grains « d4primes». 



FXEMPLE 8 : S emis des grains deprlmfe de la descendance F2 et 
20 gSnotypage des piantes (AMS/AMS ; SSB/+). 

Un semis dirige des grains F2 obtenus ci-dessus, en fonctbn du phenotype, 
deprime ou normal du grain, puis la detection par genotypage des piantes 
(AMS/AMS ; SSB/+) ont 6te effectuSs. 
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8.a) Semis de la descendance F2. 
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Un semis dirigS des 14 families a ete effectu6 et au stade 3-4 feuilles un test 
Basta en spray 0,5% a 6t6 realise. Les r6sultats de ce test sont decrits dans le 
5 tableau ci-dessous : 



V-/UUO 


3 henotVDe 
grains 


Sombre de 
grains . 
semes 


Nombre de 
levees 


Nombre de 
resistantes 


Nombre de 
sensibies 








/ grains 
semes 


% 


/ grains 
semes 


% 


/ grains 
sem§s 


% 

_ 


A 01 


normaux 


30 


30 


100 


27 


90 


3 


10 


A 02 


deprimes 


60 


60 


100 


60 


100 


0 


0 


Bd .; 




m .... 




to" 


Jl [ 






,..&s&7"; 


B.0£ : 




::; m. ... 


:..«».::• 


w: 


ii'.".".! 


to... 


.0 


0 


C01 


normaux 


30 


30 


100 


19 


63,3 


11 


36,7 


C02 


deprimes 


60 


59 


98,3 


56 


94,9 


3 


5,1 


D01 


normaux 


30 


30 


100 


20 


66,7 


10 


33,3 


D02 


deprimes 


60 


60 


100 


57 


95 


3 


5 


E01 


normaux 


30 


30 


100 


19 


63,3 


11 


36,7 


E02 


deprimes 


50 


48 


96 


48 


100 


0 


0 


; f o >i 




so" !r 


• "wr"~" 


"WCf 


" r "'"2' 




.'.718;'; .; 


•„ ' 93,3; ' 




^Mimfesu 


[• :iQ. - 




' Hoc 


'M, .. -.: 


Z JUL, 




W " 


G01 


normaux 


30 


29 


96,7 


21 


72,4 


8 


27,6 


G02 


deprimes 


60 


59 


no o 


o» 


inn 

1 UU 


V 


0 


H01 


normaux 


15 


15 


100 


7 


46,7 


8 


53,3 


H02 


deprimes 


30 


29 


96,7 


29 


100 


0 


0 






: m:... 


• W ' 




:.::c.- 


r ;gl; 


24 


SO 


\M 




r * m 




rift* 


aw...: 


■-..loir 


' "C 


'." 0 ' 


im 




m: : 


i:::.w:~ 


l; m. . 


.. .. i». , 
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6,8 


. K01 


normaux 


30 


30 


100 


21 


70 


9 


30 


K02 


deprimes 


60 


60 


100 


58 


96,7 


5 


8,3 


L0,1 
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... 0 


M01 


normaux 


30 


30 


100 


22 


73,3 


7 


23,3 


M02 


deprimes 


60 


60 


100 


60 


100 


0 


0 


N01 


normaux 


30 


28 


93,3 


20 


71,4 


7 


25 


N 02 


deprim§s 


60 


60 


| 100 


60 


100 


0 


0 



• Les resultats du test ont permis d'eliminer les families B, F, I, J, et L qui 
resultaient de I'autofecondation de plantes F1 avec le genotype (SSB/+ ; +/+). 
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Les families A, C, D, E, G, H, K, M, el N ont ete conservees. Ces epis 
resultaient de rautofecondation.de plantes F1 avec le genotype (SSB/+ ; AMS/+). 
Les bilans genetique et phenotypique de I'autofecondation de ces plantes ont ete 
detailles dans I'exempie 7b. Dans ces families selectionnees, toutes les plantes 
resistantes a ('herbicide Basta® issues de grains normaux (lots finissant par 01) et 
jusqu'a 40 plantes resistantes a I'herbicide Basta® issues de grains deprimes ont ete 
gard§es pour culture. 

8.b) Identification par genotypage et Southern Blot des plantes de gSnotype 
(AMS/AMS ; SSB/+). 

Une analyse moleculaire est effectuee pour identifier les plantes homozygotes 
pour le transgene issu de STB-27b (AMS/AMS) et heterozygotes pour le transgene 

issu de SSBOOIa (SSB/+). 

L'ADN genomique de la descendance a ete extrait a partir de 50 mg de feuilles 
suivant le protocole et utilisation du kit d'extraction Qiagen Dneasy 96 plant kit 
(Qiagen SA, 91974 Courtaboeuf . cedex, France). La methodologie Southern est 
utilisee pour identifier les profils moleculaires. 

Pour chaque individu, on visualise la presence des deux genes Bar : celui 
venant de STB27b et celui venant de SSBOOIa. Pour cela, les ADN ont ete digeres 
avec I'enzyme Hind III puis hybrides avec la sonde Bar. D'apres les analyses 
moleculaires reaiisees sur les transformants parents, nous savons qu'un fragment 
d'une taille de 8 kb correspond a la copie du gene Bar issu du transformant SSBOOIa 
et un fragment d'une taille de 1.7 Kb correspond a la copie du gene Bar issu du 
transformant STB27b. Pour une plante donnee, I'intensite des signaux d'hybridation 
est egalement evaluee, ceci afin d'identifier la zygotie (heterozygotie ou 
homozygotie) des plantes pour le gene Bar considere (SSBOOIa ou STB27b). 

Cette analyse nous permet done d'identifier le genotype des plantes issues du 
croisement SSB x STB. D'apres la s6lection prealable des graines dont sont issues 
ces plantes, 6 genotypes sont attendus et presentes dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : 








Genotvoe 




% th66rique 


Nombre de copies Bar de 
SSB-001a 


Nombre de copies Bar de 
STB-27b 






2 


0 


A 


8,3 


2 


1 


B 


16,7 


2 


2 


c 


8,3 


1 


0 


D 


16,7 


• 1 




E 


33,3 






m 


16,7 


Total 




100 



Le genotype recherche dans cette etude est l'homozygotie pour PADN-T de 
STB-27b (« 2 copies » du gene Bar) et I'heterozygotje pour le gene Bar SSB-001a 

5 (« 1 copie » du gene Bar). 

Des Southern blots ont ete realises, avec I'ADN de 8 plantes filles provenant 
d'un epi et ce, sur les 9 epis selectionnes. 58 plantes ont ete genotypees suivant le 
protocole decrit precedemment. Tous les genotypes attendus sont represents parmi 
les 9 plantes analysees (2 epis differents). 

lb Au total, 10 plantes presentent le genotype d'interet a savoir : homozygotie pour 

le T-DNA de STB-27b (« 2 copies » du gene Bar) et heterozygotie pour le gene Bar 
SSB-001a (« 1 copie » du gene Bar). Les frequences observees sont tres proches 
des frequences theoriques attendues quel que soit le genotype considere (Tableau 
2). 

15 Tableau 2 : 



Genotype 


Nombre 
Plantes 


% 

observe 


% 

th6orique 


Nombre copies Bar de 
SSB-001a 


Nombre de copies Bar de 
STB-27b 








2 


0 


3 


5,2 


8,3 


2 


1 


9 


15,5 


16,7 


2 


2 


3 


5,2 


8,3 


1 


0 


11 


19 


16,7 


1 


1 


22 


37,9 


33,3 






10 


17,2 


16,7 


Total 


58 . 


100 


100 
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EXEMPLE 9 : O btention de semences de pre-base (AMS/AMS ; +/+), de 
semences de base (AWIS/+ ; +/+), et de semences hybrides. 

5 

De nombreux croisements peuvent etre envisages pour produire des semences 
de pre-base, des semences de base, et des semences hybrides. Les croisements 
decrits ci-dessous ne sont pas limitatifs : 

10 9.a) Autofecondation des plants (AMS/AMS ; SSB/+) afin d'obtenir des 
semences de pre-base. 

Uinteret de ce croisement est de multiplier la lignee avec le genotype 
(AMS/AMS ; SSB/+) ainsi que de produire des semences avec le genotype 
15 (AMS/AMS ; +/+) ou semences de pre-base. 

En effet, les autofecondations produisent de la semence homozygote pour le 
transgene conferant la sterilite male (au niveau de la F3, tous les grains normaux 
seront de genotype (AMS/AMS ; +/+)). A Tissue de cette autofecondation, les 
analyses genetiques sont effectu6es : 

20 • 

Bilan genetique : 





AMS ; SSB 


AMS ; + 


. AMS; SSB 


AMS; + 


AMS ; 
SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
. SSB/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS ; + 


AMS/AMS ; SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS ; 
SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS ; + 


AMS/AMS ; SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 



Bilan phenotypique : 
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Ph6notype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


25% 


100% 


0% 


D6primes 


75% 


100% 


0% 



La totality des grains normaux ont le genotype (AMS/AMS ; +/+). II s'agit des 
semences de pre-base. 75 % des grains deprimes ont !e genotype (AMS/AMS ; 
SSB/+). Les plants issus de ces grains deprimes peuvent §tre autofecondes afin de 
multiplier (maintenir) les plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+). Le plant de 
genotype (AMS/AMS ; SSB/+) est egalement appele plant mainteneur de la sterilite. 

9.b) Croisement des plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+) avec la Iign6e 
elite de genotype sauvage (WT) afin d'obtenir des semences de genotype 
(AWIS/+ ; +/+). 

Les plantes issues de grains deprimes sont croisees avec une lignee elite WT. 
A Tissue de ce croisement, les analyses genetiques sont effectuees : 



Bilan genetique : 





AMS ; SSB 


AMS ; .+ 


AMS ; SSB 


AMS; + 


+ ; + 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/+ ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique : 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


. 50 % 


100% 


0% 


Deprimes 


50% 


100% 


0% 



Deux cas de figures se presentent : 
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- dans 2/3 des cas les plantes F2 avaient le genotype (AMS/+ ; +/+). Sur ces epis F3 
seuls sont pbtenus des grains normaux avec une segregation a I'herbicide Basta® de 
50/50. Ces epis ne nous interessent pas. 

- dans 1/3 des cas les plantes F2, avaient le genotype (AMS/AMS ; +/+). Sur ces 
epis F3 seuls sont obtenus des grains normaux avec un genotype (AMS/+ ; +/+) 
100% resistants a I'herbicide Basta®. Ce sont ces epis qui nous interessent Les 
grains normaux de genotype (AMS/+ ; +/+) constituent les semences de base. 

20 graines de chaque epi F3 sont semees et les epis d'interet sont identifies en 
fonction de la resistance a I'herbicide Basta®.. 

9.c) Croisement des plants de genotype (AMS/AMS ; +/+; avec la llgnee 6lite de 
genotype sauvage (WT) afm d'obtenir des semences de genotype (AMS/+ ; +/+). 

Les plantes issues des grains de genotype (AMS/AMS ; +/+) sont croisees avec 
une lignee elite. De preference, cette llgnee elite est identique a celle utilisee dans 
I'etape de retrocroisernents successifs afm d'introgresser le genotype (AMS/AMS ; 
SSB/+). 

L'interet de ce croisement est de produire de la semence de base de genotype 
(AMS/+ ; +/+). 

Bilan genetique : 





AMS 


AMS 


+ 


AMS/+ ; +/+ 


AMS/+;+/+ . 


+ 


AMS/+ ; +/+ 


AMS/+ ; +/+ 
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Bilan phenotypique 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


100% 


100% 


0% 
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Tous les grains (qui sont normaux) ont le genotype (AMS/+ ; +/+) et par 
consequent donneront des plantes males steriles. 

9.d) Croisement des plants de genotype (AMS/+ ; avec la lignee elite male 
(WT) afm d'obtenir des sentences hybrldes. 

Les plantes issues des semences de genotype (AMS/+ ; +/+) sont croisees 
avec une lignee elite male. De preference, la lignee elite utilisee dans ce croisement 
est differente de celle utilisee dans le croisement d6crit dans I'exemple 9.c). 

L'interet de ce croisement est de produire de la semence hybride. 



Bilan genetique : 





AMS 


+ 


+ 


AMS/+ ; +/+ 


+/+ ; +/+ 


+ 


AMS/+ ; +/+ 


+/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique : 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


100% 


50% 


50% 



Tous les grains, sont normaux. La moitie d'entre eux donneront des plantes 
males steriles, I'autre moitie donneront des plantes males forties assurant ainsi la 
pollinisation et par consequent la production de maTs « consommation » ou mafs 
« grain ». 
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EXEMPLE 10 :T ri par table densimetrique des grains d6primes. 

La table densimetrique utilisee permet de diviser en six fractions, des grains de 
taille et de qualite superficielle equivalentes, mais qui different entre eux par leur 
poids spectfique. 

Un tri densimetrique est effectue sur un lot de graines d'epis F3, issues de 
rautofecondation de plantes de genotype (+/+ ; SSB/+). Theoriquement, ces epis ont 
une proportion de 75% de grains deprimes et 25% de grains normaux. 33 epis ont 
ete egraines de maniere a obtenir environ 500 grammes de semences. 6 fractions de 
grains ont ete constitutes par tri densimetrique. 

Le tableau ci-dessous est une synthase des resultats obtenus (triage par 
rapport au phenotype du grain et analyses genetiques sur ('expression du gene bar 
conferant la resistance au glufosinate). 



15 




Triage oar rappr.it au pheno tvne du grain (normal ou deprime) : 
Les fractions 1 et 2 ne comportent que des grains deprimes. 
20 Dans les fractions 3, 4 et 5 nous avons essentiellement des grains deprimes 

mais nous trouvons egalement quelques grains normaux (sort 6.1, 8.2 et 19.1% 
respectivement pour les fractions 3, 4 et 5). 

Quant a la fraction 6 nous avons quasiment que des grains normaux (97%). 
Les fractions 1 a 5 correspondent done aux grains deprimes et la fraction 6 
25 aux grains normaux. 
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On retrouve egalement une petite quantite de grains non tries. Cette petite 
quantite correspond a la fois a des grains normaux et a des grains deprimes. 
Cependant, visuellement, les grains deprimes sont plus importants en nombre par 
rapport aux grains normaux. 

R6gultate ri'analvaes ajnjti flugj fsur i'e.xoression du gene bar conferant la 

resistance a 1'herbicide Baste*) : 

Les resultats d'analyses genetiques confortent ceux du triage fait sur le 

phenotype du grain pour chacune des fractions. 

Nous avons done dans la fraction 6 une petite partie de grains deprimes 
(environ 3 a 4%). Cette derniere est complement eliminee par un deuxieme 
passage sur la table densimetrique. 

Les fractions de 1 a 5 correspondent aux grains deprimes et la fraction 6 aux 
grains normaux. 



Exempts 11 : Evaluation des differentes etapes de la production de semences 
hybrides de maYs a partir de ce nouveau proc6de. 

Trois types d'experimentation ont ete testes pour la production de semences : 

• Production de semences de pre-base 

• Production de semences de base 

• Production de semences hybrides 

Production de semences de pre-base : 

La production de semences de pre-base (genotype (AMS/AMS ; +•/+)) a ete 
assuree par la culture de plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+). Ces plants ont 
) bien ete observes miles fertiles. 

Les plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+) sont autofecondes. Environ 25% des 
grains obtenus dans la descendance correspondent a des semence de pre-base. 
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Production de semences de base : 

La production de semences de base (genotype (AMS/+ ; +/+)) a ete assuree 
par la culture de plants de genotype (AMS/AMS ; +/+). Ces plants ont bien ete 
observes males steriles et ne presented aucun effet deletere sur I'aspect vegetatif 
de la plante attestant que I'utilisation d'un transgene AMS a Vetat homozygote est 
compatible avec le systeme de production de semences hybrides de maYs tel que 
decrit dans la presente invention. 

Les plants de genotype (AMS/AMS ; +/+) ont. ete croises avec un plant de genotype 
sauvage. 100% des grains obtenus dans la descendance correspondent a des 
semences de base. 

Production de semences hybrides : 

La production de semences hybrides a ete obtenue par croisement entre des 
plants male steriles de genotype (AMS/+ ; +/+) issus des semences de base avec 
une lignee elite sauvage. Tous les plants de genotype (AMS/+ ; +/+) ont bien montre 
une sterilite male complete (sterilite a 100 %). 



EXEMPLE 12 : Production de semences hybrides. 

En production de semences, deux types de croisements sont 
preferentiellement effectues. Ces deux croisements permettent de produire de la 
semence hybride. 

12.a) Croisement des plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+) avec des plants 
de genotype (AMS/AMS ; +/+). 



Bilan genetique 





AMS ; SSB 


AMS; + 


AMS ; SSB 


AMS ; + 


AMS ; + 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 
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AMS ; + 


AMS/AMS ; 


AMS/AMS ; 


AMS/AMS ; 


AMS/AMS ; 




SSB /+ 


+/+ 


SSB/+ 


+/+ 



Bilan phenotypiq'ue : 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


50% 


100% 


0% 


Deprimes 


50% 


100% 


0% 



50% des grains obtenus sont normaux et ont tous !e genotype (AMS/AMS ; 
+/+). Ces grains peuvent §tre separ6s par un tri densimetrique, pr§f6rentiel!ement a 
I'aide d'une table densimetrique. 

12.b) Croisement des plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+) avec une 
lignee elite de genotype sauvage (WT). 

Bilan genetique : 





AMS ; SSB 


AMS ; + 


AMS ; SSB 


AMS ; + 


Its* 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/+ ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique : 



Phenotype 
grains 


segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


50% 


100% 


0% 


Deprimes 


50% 


100% 


0% . 



Tous les grains normaux ont le genotype (AMS/+ ; +/+). Ces grains peuvent 
§tre separes par un tri densimetrique, preferentiellement a Taide d'une table 
densimetrique. 



WO 03/076632 




55 



* 



PCT/FR03/00711 



Ce croisement permet un gain de temps dans I'obtention des semences 
hybrides (6 a 12 mois en moins) par rapport au croisement decrit dans Texemple 
12.a). En revanche, il necessite une surface de production de la lignee mainteneuse 
(de genotype AMS/AMS ; SSB/+) plus importante en taille pour un nombre 
5 d'hectares de semence (hybride) equivalent. 
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1 . Procede de production de semences de mais homozygotes pour un transgene 
conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygotes pourun gene 
de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de ma'fs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de ma'fs restaurateur de la fertllite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertllite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semences de maTs comprenant 
dans leur genome un gene de restauration de la fertllite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autoteconder les plants de mais issus des semences selectionnees seion 

I'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertllite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

2. Procede de production de semences de mais homozygotes pour un transgene 
conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygotes pour un gene 
de restauration de la fertllite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de mais male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de mais restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) realiser tin genotypage des semences obtenues par (e croisement seion 

I'etape a), 

c) autofeconder les plants de ma'fs issus des semences genotypees seion 
I'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 
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3. Semence de mais homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour 
un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
susceptible d'etre obtenue par le precede selon la revendication 1 ou 2. 

4. Procede de production de semences de ma'fs homozygotes pour un transgene 
conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS"), comprenant les etapes 
consistant a : 

a) croiser un plant de mais m§Ie sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de mafs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain ", 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semences de mais comprenant 
dans leur genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

> phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de mais issus des semences selectionnees selon 

I'etape b), 

d) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

20 phenotype "petit grain", 

e) autofeconder des. plants de mafs issus de semences selon I'etape d), 

f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

a 

5. Procede de production de semences de mais homozygotes pour un transgene 
25 conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") comprenant les etapes 
consistant a : 

a) croiser un plant de ma'fs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de mais restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

30 phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 

I'etape a), 

c) autofeconder les plants de mafs issus des semences genotypees selon 
I'etape b), 



WO 03/076632 ~ _ PCT/FR03/00711 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

e) autofeconder des plants de maTs issus de semences selon I'etape d), 

f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

6! Precede de production de semences de maTs homozygotes pour un transgene 
AMS, comprenant les etapes consistant a : 

a) autofeconder des plants de maTs issus de semences selon la revendication 3, 

b) selectionner des semences homozygotes pour un transgene AMS. 

7. Procede selon I'une des revendications 1 , 2 et 4 a 6, caracterise en ce que au 
moins une etape de selection comprend un tri densimetrique. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le tri densimetrique 
s'effectue a I'aide d'une table densimetrique. 

9. Procede de production d'une semence heterozygote pour un transgene AMS 
comprenant le croisement d'un plant de maTs issu d'une semence homozygote pour 
un transgene AMS, susceptible d*§tre obtenue par le procede selon I'une des 
revendications 4 a 8, avec un plant de maTs de genotype sauvage. 

1 0. Procede de production d'une semence heterozygote pour un transgene AMS, 
caracterise en ce que le procede selon I'une des revendications 4 a 8 comprend en 
outre le croisement d'un plant de maTs issu de ladite semence homozygote pour un 
transgene AMS avec un plant de maTs de genotype sauvage. 

11. Procede selon I'une des revendications 1, 2 et 4 a 10, dans lequel le 
transgene AMS conferant la sterttite male nucleaire artificielle est le gene barnase, 
lequel est compris dans une cassette d'expression, sous le controle d'un promoteur 
specifique de la pollenogenese, notamment un promoteur specifique de l'anthere tel 
que pA3, pA6, pA9, pTA29, ou du promoteur Mac2, et du terminateur 3'CaMV ou 
3'Nos, lie genetiquement a un gene codant un agent de selection sous le controle du 
promoteur Actine-intron actine et du terminateur 3'CaMV ou 3'Nos. 
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12. Precede selon la revendieation 11, caracterise en ce que ia cassette 
d'expression comprenant le gene barnase comprend en outre un gene codant une 
proteine d'interet therapeutique et/ou prophylactique lie genetiquement au gene 

5 bamase. 

13. Precede selon la revendieation 11 ou 12, caracterise en.ee que ledit prornoteur 
est le prornoteur specifique de la pollenogenese pA9. 

10 14. Procede selon J'une des revendlcations 11, 12 ou 13, caracterise en ce que 
ledit gene codant un agent de selection est choisi parmi le gene bar qui confere la 
resistance a I'herbicide Basta® et le gene Nptll qui confere la resistance a la 
kanamycine, ledit gene etant compris a I'interieur de I'element transposable Ds. 

15 15. Cassette d'expression comprenant un gene restaurateur de ia fertilite lie 
genetiquement a au moins un gene codant un phenotype 'petit grain', associes a des 
elements permettant leur expression dans les cellules vegetales, notamment un 
prornoteur et un terminateur de transcription. 

20 16. Cassette d'expression selon la revendieation 15, caracterisee en ce que ledit 
gene restaurateur de la fertilite est le gene barstar place sous le controle d'un 
prornoteur specifique de la pollenogenese, notamment un prornoteur specifique de 
I'anthere tel que pA3, pA6, pA9, pTA29, ou du prornoteur Mac2, et du terminateur 
3'CaMV ou 3'Nos, lie genetiquement a un gene codant un agent de selection sous le 

25 contr6Ie du prornoteur Actine-intron actine et du terminateur 3'CamV ou 3'Nos 

17. Cassette d'expression selon la revendieation 15 ou 16, caract6ris6e en ce que 
ledit gene codant un phenotype 'petit grain' est choisi parmi les genes shrunken 2 et 
brittle 2 en orientation antisens. 

30 . . 

18. Cassette d'expression selon Tune quelconque des revendicatiohs 15 a 17, 
caracterisee en ce que le prornoteur associ§ au gene codant un phenotype 'petit 
grain' est choisi parmi les promoteurs HMWG et B32. . 
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19. Cassette d'expression selon Tune quelconque des revendications 15 a 18, 
caracterisee en ce que ledit terminateur est choisi parmi le terminateur 3'Nos et le 
terminateur 3'CaMV. 

20. Vecteur, notamment plasmide, caracterise en ce qu'il contient au moins une 
cassette d'expression telle que decrite dans Tune des revendications 1 1 a 1 9. 

21. Hote cellulaire, notamment bacterie telle que Agrobacterium tumefaciens, 
transforms par un vecteur selon la revendication 20. 

22. Cellule de mafs transformee par au moins un vecteur selon la revendication 20. 



23. Plant de ma'is restaurateur de la fertilite caracterise en ce qu'il comprend dans 
son genome un gene restaurateur de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit 

15 grain". 

24. Plant de maYs homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
obtenu a partir d'une semence selon la revendication 3. 



25. Precede de multiplication d'un plant de maYs homozygote pour un transgene 
AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", comprenant les etapes consistant & : 

a) autofeconder des plants de maYs homozygotes pour un transgene AMS et 
25 heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

phenotype "petit grain", susceptibles d'etre obtenus par le precede selon Tune 
des revendications 1 ou 2, 

b) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et de 
phenotype "petit grain ", 

30 c) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de ia fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" obtenues par autofecondation des plants de mafs 
obtenus & partir des semences obtenues selon I'dtape b). 
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26. Procede selon la reyendication 25, caracterise en ce que I'etape b) comprend 
un tri densimetrique. 

27. Kit pour la mise en oeuvre du precede selon la revendication 25 ou 26, 
5 caracterise en ce qu'il comprend des semences de ma"is homozygotes pour un 

transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain", et des oligonucleotides specifiques du 
transgene AMS utiles en tant qu'amorces pour la detection par PCR des semences 
homozygotes pour un transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration 
10 de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Biogemma 

<120 > Nouveau procSdS de production de semences hybrides de mais 
<130> BET 03P0164 
<160> 16 

<170> Patentln version 3.2 

<210> 1 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 1 - 26 

ccggatccat gtgacagaca gtgtta 

<210> 2 

*<211> 27 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 2 27 
aagcccggga cttgtactaa ctgtttc 

<210> 3 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Artif iciel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 3 27 
tatcggatcc aaatcataag- aaaggag 

<210> 4 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 4 26 
gaagatctat attgttcatc ccattg 



<210> 5 
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<211> 26 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 5 26 
gcacccggga ggagatatgc agtttg 

<210> 6 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400>. 6 22 
gactgcagca caaatggtca ag 



<210> 7 • 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220* 

<223> amorce PCR 

<400> 7 4 27 
tatcggatcc aaatcataag aaaggag 



<210> 8 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<22 0> 

<223> amorce PCR 

<400> 8 26 
gaagatctat attgttcatc ccattg 



<210> 9 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 9 - « 22 

tagacattgt aggttggttt tg 



<210> 10 
<211> 24 



3 
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<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 10 

gcacaggtta tcaacacgtt tgac 



<210> 11 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 11 

atccggccat ttctgaagag aa 



<210> 12 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 12 

tctagttact tcataagttt tg 

<210> 13 ' 

<211> 24 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 13 

ttgcgggttt gtgtttccat attg 



<210> 14 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 14 

attgataagg ggttattagg gg 



<210> 15 
<211> 21 
<212> ADN 
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<213> Artificiel 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 15 

ggtttcgctc atgtgttgag c 



<210> 16 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Artificiel 

<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 16 

cattgcggac gtttttaatg tactg 
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